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Origine. 


Le microbe qui fait objet de cette élude a été trouvé en 
1918 dans le liquide cérébro-spinal d’un soldat ilalien, agé de 
vingt-qualre ans, mort de méningite en Champagne. Cet 
homme fut transporté & ambulance dans un état d@’obnubila- 
tion voisin du coma, et l’on ne pul avoir aucun renseignement 
sur l'histoire de sa maladie. [1 présentait, & son entrée, un 
syndrome méningitique des plus manifestes, le thermométre 
marquait 40°, le pouls battait & 120, ’examen du malade ne 
montrait les vestiges d’aucun ftraumatisme cranien ni d’aucune 
otite et demeurait muet pour tout autre appareil que le systeme 
nerveux. Une premiére ponction lombaire donna issue & une 
vingtaine de centimétres cubes de liquide jaillissant en jet. Ce 
liquide, trouble, trés albumineux, trés fibrineux, ne réduisait 
pas la liqueur de Fehling; la centrifugation fournissait un culot 
peu abondant, formé de nombreuses hématies et de globules 
blancs (lymphocytes et mononucléaires, 40 p. 100; polynu- 
eléaires, 60 p. 100). Un examen microscopique particuliére- 


43 


626 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ment: attentif ne permettait d’y déceler ni méningocoque 
ni bacille tuberculeux, mais de tres rares bacilles colorables 
par la méthode de Gram, fins, rectilignes, 4 bouts carrés, la 
plupart extra-leucocytaires, isolés ou groupés par deux l'un & 
la file de l'autre, quelques-uns intraleucocytaires, isolés ou 
groupés par deux ou quatre, parallélement, a l’intérieur des 
polynucléaires. L’ensemencement sur gélose fournissait, apres 
vingt-quatre heures, une culture pure de ces bacilles. 

40 cent. cubes de sérum antiméningococcique avaient été 
par prudence injectés dans le canal rachidien du malade. Le 
lendemain, son état s’aggravait : coma, température de 41°5, 
sueurs. Le liquide extrait lors d’une seconde ponction lombaire 
montra a examen macroscopique et microscopique les mémes 
caractéres gue le précédent, et l’ensemencement fournit le 
méme résultat. A ce jour, l’examen du sang révéla une forte 
polynucléose, mais lhémoculture (ensemencement de 5 cent. 
cubes de sang) demeura négative. 

Une seconde injection de sérum antiméningococcique fut 
pratiquée contre tout espoir, mais le malade succomba la nuit 
suivante; la température atteignait & ce moment 42°5. II est 
infiniment regrettable qu’on n’ait pu pratiquer l’autopsie; les 
résultats de étude bactériologique n’en sont pas moins dignes 
d’étre relatés. 


Caractéres du bacille. 


Dans divers milieux de culture, il se présente sous l’aspect 
dun bacille remarquablement petit, mince et fin, de forme 
réguliére presque toujours recliligne, beaucoup plus rarement 
un peu incurvée; ses extrémités offrent un aspect souvent 
nettement tranché. Les corps microbiens sont isolés ou groupés 
en petits amas ou encore disposés en courtes chaines de deux 
& quatre individus. Dans les humeurs et les frottis d’organes 
des animaux infectés, l’aspect est identique. Ce bacille est 
immobile, n’a pas de spores, ni de capsule décelable par les 
procédés habituels, et se colore par la méthode de Gram. 

Il se développe aisément sur les milieux de culture courants, 
plus lentement a 15° qu’a 37°. Dans le bouillon Martin, la 
culture, peu abondante, atteint sa plus grande richesse ayant 
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vingt-quatre heures; on note un aspect trouble uniforme et 
un léger dépét tassé au fond du tube. L’agitation montre des 
ondes soyeuses, tandis que le dépot microbien disparait au sein 
du liquide. Pas d’odeur appréciable de la culture (1). La réac- 
tion du milieu, aprés vingt-quatre heures, demeure légérement 
alcaline comme ayant l’ensemencement. Dans le bouillon Mar- 
tin additionné de liquide d’ascite ou de sérum, dans le bouillon 
glucosé, V’aspect est le méme, maisl’abondance est plus grande, 
comme dans le milieu T (eau peptonisée & 4 p. 100, glucosée & 
0,2 p. 100, salée a 0,5 p. 100). Sur la gélose Martin inclinée, 
on voit de petites colonies arrondies, dont le diamétre ne 
dépasse guére 2 millimétres, bleutées par transparence, gri- 
sitres par réflexion, a centre légérement saillant, & bords un 
peu dentelés. L’examen au faible grossissement montre des 
bords finement mamelonnés et un centre granuleux. La gélose 
ensemencée en strie porte dés le second jour une trainée trans- 
lucide, ayant la méme couleur que les colonies isolées, 4 bords 
un peu dentelés. Le développement microbien s'est montré 
plus riche sur la gélose a [a@uf, la gélose au sang: dans ce 
dernier milieu, aucune modification qui décéle lhémolyse. 

L’aspect des cultures en gélatine (bouillon Martin gélatiné a 
45 p. 100) est quelque peu particulier. Nous n’insislerons pas 
sur les plaques, ott les colonies réguliérement arrondies, d'un 
blanc laiteux, n’ont rien de caractéristique, mais sur les 
piqires. Dans ce dernier cas, en ensemencant le milieu avec 
une culture ou le sang d’un animal infecté, on retrouve les 
aspects fournis par le bacille du rouget et décrits par plusieurs 
observateurs; nous empruntons quelques traits de la descrip- 
lion a l'étude faite autrefois par l'un de nous sur divers échan- 
tillons de bacille du rouget. 

Le développement bactérien devient visible vers le troisieme 
jour. Plus tard, on note la présence de deux variétés princi- 
pales, bien distinctes, de colonies, dont la proportion mutuelle 
peut varier avec l’dge de la culture. Les unes (type grenv), 
plus petites qu’une téte d’épingle, offrent des contours ronds 
bien arrétés ; les autres (type en houppe), plus franchement 


(1) Notre microbe, ensemencé dans la gélose au plomb, n’a pas produit de 
noircissement. 
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blanches, floconneuses, pouvant atteindre un demi-centimeétre 
de diamétre, & bords estompés, nuageux, mal limités, se déve- 
loppent généralement plus tard que les précédentes, a des 
niveaux variables du tube de culture. La gélatine ensemencée 
depuis plusieurs semaines peut présenter des colonies d’aspect 
encore différent, en penceau court et en bois de cerf, ou offrir 
une apparence nuageuse, blanchatre, due a la coalescence des 
colonies en houppe. A la surface de la gélaline, on observe une 
tache blanche & peine surélevée, limitée par des bords irrégu- 
liers ; & ce niveau, la végétation demeure minime. Nous n’avons 
jamais observé de liquéfaction de la gélatine, méme dans des 
cultures agées de six mois. 

Sur le sérum équin coagulé, les colonies, fines, ne sont nulle- 
ment caractéristiques; sur la pomme de terre, le développement 
peu abondant du microbe produit une mince trainée légére- 
ment brillante et dégage parfois une odeur aigrelelte. Le bacille 
pousse dans le /ait, sans modifier visiblement ce milieu. Il 
croit également en l’absence de lair, dans le milieu T (cité plus 
haut); en gélose Veillon, les colonies sont punctiformes. Parmi 
les swcres, il attaque glucose, lévulose, mais non pas saccha- 
rose, lactose, maltose, mannite. Les cultures sont insolubles 
dans la bile et ne renferment pas d’indol. 

Leur vi/alité est remarquable: en ampoules scellées de 
bouillon Martin-ascite, elles demeurent vivantes a la glaciére 
pendant au moins dix mois. 

Des cultures de 24 heures en bouillon Martin et milieu T ont 
été inoculées aux especes suivantes: souris, pigeon, lapin, 
cobaye. Les souris blanches (males de 15 a 20 gr.), injectées 
sous la peau, succombaient, a l’origine, aprés inoculation d’une 
dose minimum de 1/100 de cent. cube, le temps de survie 
variant entre deux jours et demi et 45 jours suivani les ani- 
maux et les doses injeclées. Le pouvoir pathogene a baissé 
depuis lors, légérement d’ailleurs. Les souris destinées & suc- 
comber demeurent immobiles, somnolentes, le poil hérissé, les 
paupiéres agglulinées par la secrétion conjonctivale. A l’au- 
topsie, la rate est souvent lrés grosse, parfois marbrée, ainsi 
que le foie; les reins sont d’un rouge sombre, la face profonde 
de la peau fortement rosée. L’examen microscopique montre 
des microbes souvent trés nombreux dans la rate et l’exsudat 
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sous-cutané au lieu d’inoculation, peu nombreux dans le rein 
et le sang du ceur; l'ensemencement du cerveau fournit tou- 
jours des cultures positives. 

Un pigeon ayant recu dans le muscle pectoral 1 cent. cube 
de culture est mort au quatorziéme jour. L’autopsie a montré 
une émaciation trés accusée. Bacilles rares & l’examen direct 
de la rate et du foie, organes dont l'aspect macroscopique était 
normai, et décelés dans le sang du ceeur exclusivement par la 
culture. Pas de lésions appréciables au niveau de la région 
inoculée. 

Les /apins de (1 1/2 & 2 kilos) ont résisté & Vinjection intra- 
musculaire (1 cent. cube de culture), mais succombé aux inocu- 
lations intraveineuse et sous-cutanée (mémes doses). La mort 
survient généralement en deux jours environ, exceptionnelle- 
ment en quinze jours. On note, outre l’amaigrissement, un 
léger empatement /vco /eso (dans Jes cas d’injection sous- 
culanée). Le foie présente souvent un aspect granité avec de 
petites zones nécrotiques blanchatres. En examinant les coupes, 
on trouve des ilots de nécrose juxta-portaux ; leur périphérie 
contient des cellules hépatiques en voie de destruction ; leur 
centre, des noyaux cellulaires eux-mémes émiettés et un nom- 
bre considérable de bacilles. La rate peut étre trés grosse et 
présente également des ilots nécrotiques. Les bacilles se ren- 
contrent 4 |’examen direct de la rate et du foie, quand la mort 
n'est pas trop tardive, particuligrement abondants par places ; 
de méme dans les frottis de moelle osseuse, on les trouve rangés 
en paquets denses, extra ou intracellulaires; ils sont moins 
nombreux dans le sang du coeur. Les ensemencements du foie, 
de la rate, du sang du ceear, de la moelle osseuse ont été géné- 
ralement positifs. 

Un cobaye a résisté & Pinoculation sous-cutanée de 1 cent. 
cube de culture, n’ayant présenté qu’un empalement local 
éphémeére. 

L’énoncé de ces différents caractéres, morphologiques, cultu- 
raux, biologiques, pathogénes, montre la grande ressemblance 
de notre germe avec les microbes apparlenant au groupe de 
bacille du rouget. Ne retrouvons-nous pas chez le bacille de ce 
méningitique la taille, la forme, l’aspect général du bacille du 
rouget, Pimmobilité, lasporogénie, le caractere Gram-positif, 
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aspect des cultures en bouillon et en gélatine, sur gélose, 
labsence de pouvoir protéolytique et de production d’indol, le 
pouvoir pathogéne vis-a-vis de la souris, du pigeon, du lapin, 
enfin l’absence de virulence pour le cobaye? Hl est bien pro- 
bable qu'un observateur non averti de lorigine spéciale de 
notre microbe ferait le diagnostic de bacille du groupe « rouget » 
et ne le distinguerait pas des échantillons isolés chez les pores 
malades. 

ll ett été désirable de compléter Videntilication par Pétude 
des pouvoirs agglutinant et préventif du sérum « anti-rouget » 
vis-a-vis de notre microbe. Aussi avons-nous recherché ces 
deux propriétés. Mais, d'une part, ce germe se montre aussi 
agglulinable par le sérum équin normal que par le sérum 
« anti-rouget »; d’autre part, l’injection sous la peau des souris 
de 1/10 decent. cubede sérum « anti-rouget », praliquée la veille, 
nempéche pas réguliérement la mort des animaux ayant requ 
sous la peau 100 doses mortelles de nos cultures, le lendemain ; 
au lieu que le méme sérum protege facilement la souris contre 
200 & 10.000 doses mortelles de divers échantillons de bacille du 
rouget isolés chez les porcs. Remarquons d ailleurs que le pou- 
voir pathogéne peu marqué de notre microbe nous obligeait a 
éprouver les souris avec de grosses masses (1 cent. cube) de 
cultures; aussi est-il difficile de conclure avec sireté touchant 
Vaclion exercée sur ce germe par le sérum « anti-rouget ». 

La présence d'un pareil germe dans le liquide céphalo- 
rachidien d'un méningitique est vraiment insolite et surpre- 
nante. Le fait de Pavoir rencontré deux fois de suite & l’examen 
microscopique direct du liquide purulent exclut — est-il 
besoin de faire cette remarque? — tout soupcon de contami- 
nation accidentelle du produit pathologique analysé. Quel a 
été le réle de cette bactérie dans la genése de | infection ménin- 
gée a laquelle succomba notre malade? Ne fut-ce qu’un agent 
d’infeclion secondaire? Quels furent sa porte dentrée dans 
’organisme, son point de départ? Gorge, tube digestif? Autant 
@inconnues qu’éclaircira peut-élre l'étude ultérieure de cas 
semblables. 

La singularité de cette observation autorise quelques remar- 
ques. Le réle pathogéne chez homme du bacille du rouget 
parait restreint et, tres particuliéres sont les circonstances, 
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dans lesquelles on a noté son ingérence. Il s’agit presque 
toujours, surtout en Allemagne, de bouchers, charcutiers, 
employés dabattoir, ayant manipulé des viandes de porcs 
infectés, de vétérinaires s’inoculant par accident des cultures 
destinées & la vaccination. Le tableau clinique varie peu: 
lymphangite de la main ou de tout le membre supérieur, géné- 
ralement curable, bien rarement mortelle. En Allemagne, les 
observations sont assez nombreuses et loin d’étre toutes 
publiées (Mayer, Hildebrand, Casper, Schmuck, Hennig, 
Preisz, Rosenbach, Gerdes, Wetzel, Rémer, Spitzer, etc.). En 
France, ot. la consommation de la viande de pore est moins 
abondante, les cas sont plus rares. L’un de nous a publié 
son auto-observation, avec photographie de la Iésion ; la 
lymphangite résultait de Vinoculation accidentelle d'une 
culture ; Sabrazés et Muratet ont fait connaitre un cas 
analogue. 

Kn dehors des observations de rouget humain dont l’origine 
est indiscutable, signalons l’affection décrite en Allemagne 
depuis 1884 par Rosenbach sous le nom d’érysipélotde (érysipele 
chronique, pseudo-érysipéle, erythema nigrans). Il a reproduit 
cette lésion par inoculation d'un microbe spécial (1886), 
retrouvé plus tard dans les coupes de tissus (Ohlemann), et a 
pu assimiler l’érysipéloide aux lésions résultant de Vinocula- 
tion accidentelle de bacille du rouget & homme, décrivant 
comme parents proches les trois bacilles du rouget, de l’érysi- 
péloide et de la septicémie des souris. 

Chez homme, en dehors des observations précédentes, nous 
ne connaissons que le cas curieux de Lubowski, qui a réussi 
a isoler le bacille du rouget dans les selles d’un enfant atteint 
de catarrhe intestinal et @ictére. Des investigations systéma- 
tiques améneraient peut-¢tre A trouver plus souvent ce 
microbe. Poehl dit l’avoir rencontré dans des cullures de 
selles humaines en 1891, 4 Rotterdam, pendant l’épidémie de 
choléra et soupconne son réle éliologique dans certains cas 
d’endocardite humaine. 

Kruse a isolé du pus d’un abcés frontal chez un syphilitique, 
a état pur, un bacille immobile, Gram positif, de morphologie 
semblable & celle du B. mutisepticus, mais sa description est 
trop sommaire, et l’aspect des cultures en gélatine, l’absence 
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de pouvoir pathogéne pour la souris rendent incertain le 
diagnostic de bacille du groupe « rouget ». 

Pour ne parler que des microbes appartenant cerlainement a 
ce groupe, tels que le B. mutisepticus (bacille de la septicémie 
des souris), on reconnait aujourd'hui leur grande ubiquité. A 
lexemples d'autres espéces bactériennes (streptocoques, pneu- 
mocoques, staphylocoques, etc.), décrites primitivement comme 
les agents spécifiques éliologiques de certaines alfections, le 
bacille du rouget a d’abord été considéré comme [agent 
du rouget du pore, maladie d’ailleurs polymorphe, aigué 
(septicémie, exanth?me) ou chronique (endocardites, arthrites), 
suivant les cas. Plus tard, différents auteurs ont rencontré 
des germes plus ou moins semblables dans les produits 
les plus divers, ainsi aue le note Poehl:eau de riviére, 
excréments du pore et du beeuf, viande pourrie, cadavres de 
souris et de hamsters, entérite de la poule, selles humaines, 
érysipéloide (Rosenbach), polyarthrite du mouton (Poebl), 
maladie de la poule (Broll), maladie des pigeons et des canards, 
rate des bovidés (Broll, Schipp), métrile septique de la vache, 
exsudat diphtérique d’oiseaux, infeclion septicémique des 
agneaux (Christiansen), etc. La constatation de la présence de 
bacilles du rouget dans les amygdales de porcsindemnes de la 
maladie doit étre également signalée. 

Aussi l’observation de notre méningitique, tout en consti- 
tuant, & notre connaissance, un fait unique chez l homme, nest 
pas dépourvue de toute liaison avec certains faits déja connus. 
Nous avons cru intéressant de rapprocher ici les faits en ques- 
tion. L’attention des observateurs étant atlirée sur la présence 
du bacille du rouget chez différentes espéces animales, son rdle 
chez Vhomme apparaitra peut-étre plus important que jusqu’é 
ce jour. 
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CONTRIBUTION A LA RECHERCHE DES CAUSES 
DE LA FORMATION DES BACTEROIDES 
CHEZ LES BACTERIES DES LEGUMINEUSES 


par Cur. BARTHEL. 


(Travail du laboratoire bactériologique de la station centrale d’essais agricoles 
a Experimentalfaltet, pres Stockholm.) 


Les recherches qui vont étre relatées dans ce travail consli- 
tuent une partie d’une série d'études sur la morphologie et la 
biologie du Bact. radicicola qui, depuis plusieurs années, ont élé 
poursuivies au laboratoire bactériologique de la station cen- 
trale d’essais agricoles & Experimentalfaltet, a cdté du travail 
continuel de la fabrication de cultures de bactéries pour 
Vinoculation de différentes légumineuses dans la_ pratique 
agricole. 

Une de ces études, qui s’occupe spécialement d’un détail 
morphologique desdiles bactéries, & savoir le nombre et la 
disposition des cils, a déja élé publiée d’autre part (1). 

En ce qui concerne les bactéroides, c’est un fait bien connu 
que ceux-ci se forment apres que le Bact. radicicola qui, a V état 
libre dans le sol, se trouve sous la forme de courts batonnets, 
s'est introduit dans les poils radiculaires des légumineuses, ot 
il se fixe dans les cellules corticales. Ceci provoque une irrita- 
tion des tissus avec une forte multiplication des cellules 
parenchymateuses, d’ot s’ensuivent les nodosités bien connues. 
A Vintérieur de ces nodosités, les bactéries sont transformées 
en bactéroides, et ce n’est que lorsque cette transformation 
s'est produite que la symbiose entre la légumineuse et le 
Bact. radicicola commence & se faire sentir. On trouve quelque- 
fois des tubercules qui ne contiennent que des batonnets ordi- 


_(4) Cur. Bartnet, Die Geisseln des Bacterium radicicola (Beij). Zeitschr. ie 
Gdrungsphysiologie, 6, 1917, p. 13. 
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naires, mais ces tubercules sont alors sans importance pour 
assimilation de l'azote par la légumineuse. 

Vu que la formation des bactéroides se trouve ainsi intime- 
ment liée & assimilation de l’azote atmosphérique par les 
légumineuses, il est bien naturel que la connaissance des 
facteurs qui peuvent influer sur la transformation des batonnets 
en bactéroides, soit d’un trés grand intérét et qwils valent bien 
d’étre étudiés de plus pres. 

Si lon consulte la littérature sur cette question, on trouve 
un grand nombre de données, mais qui trés souvent sont 
contradictoires. Dans son travail : Beitrdge zur Morphologie und 
Biologie der knéllchenbakterien der Leguminosen, Lipfel (1) a 
fait un résumé assez complet de cette littérature, auquel nous 
nous bornons ici & renvoyer les intéressés. 

Zipfel prétend que toutes les observations antérieures sur la 
formation des bactéroides sur des substrats artificiels sont de 
nature fort subjective et peuvent étre expliquées de la maniére 
suivante : Les expérimentateurs qui ont observé des bacteé- 
roides dans des cullures fraichement isolées des nodosités de 
légumineuses n’ont vu autre chose que les bactéroides prove- 
nant directement de celles-ci. Les formes ramifiées, d’autre 
part, qui ont été observées dans de vieilles cultures, doivent 
étre considérées comme de yraies formes d’inyolution, telles 
quelles sont produites aussi par d’autres bactéries sous 
Vinfluence de conditions extérieures défavorables. Ces formes 
n’ont pourtant rien de commun avec les vraies bactéroides qui 
sont, au contraire, des formes normales de développement du 
Bact. radicicola. 

A cette maniére d’expliquer les choses, il faut encore ajouter 
que plusieurs observateurs, par le terme « bactéroides », n’en- 
tendent pas seulement les formes en Y ou distinctement rami- 
fies, mais aussi des formes autres que les balonnets ordi- 
naires, telles que de batonnets élargis et gonflés, présentant 
souvent l’aspect de massues et méme de sphéres plus ou moins 
réguliéres. Il est absolument impossible de se former une idée 
précise sur ce sujet en étudiant l’ancienne littérature en ques- 
tion, d’autant plus qu’on n’y trouve que trés peu de documents 


(1) Centralbl. f. Bakter., Abt. II, 32, p. 97, 1912. 
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objectifs, sous forme de microphotogrammes. Les microphoto- 
crammes publiées en 1900 par Stutzer (1) et représentant des 
bactéroides de Victa Faba, obtenus en cultivant les batonnets 
isolés de cette l6gumineuse sur des milieux liquides additionnés 
d’acides organiques divers (& la dose de 0,5 —I, 0 gr. par litre), 
tels que l’acide succinique, maldique, tartrique et lactique, ne 
donnent point impression de vrais bactéroides, a l'exception, 
naturellement, de ceux représentant des formes provenant 
directement des tubercules. Il s'agit plutot ici de véritables 
formes d'involution et Stutzer (2) dit lui-méme plus tard, au 
sujet de ce travail : « Zweifellos sind in den damals von mir 
benutzten sauren Nahrmedien Bakteroiden gebildet, aber 
zum Teil trugen diese den Charakler der Degeneration. » 
Il ne faut done plus ajouler trop d'importance a ses anciens 
résultats. 

En procédant de la maniére préconisée par Stutzer, je nai 
jamais réussi & obtenir des bactéroides. Mazé (3), qui a fait 
des recherches trés approfondies sur la biologie du Bact. radi- 
cicola, prétend que les ramifications du bacille qui se forment 
a Vintérieur des nodosités sont causées par les sucs acides qui 
circulent dans les racines. Hiltner (4), qui s'est voué a ces 
études, expose une masse de faits sur la formation des bacté- 
roides en milieux artificiels, mais il est tres difficile de tirer de 
la des conclusions précises. Nous reviendrons du reste plus 
lard sur un de ces fails. 

Ni Zipfel (5), ni moi n’ont jamais réussi & obtenir de vrais 
bactéroides sur des milieux artificiels trés variés, solides ou 
liquides, alcalins ou acides, tenus & des températures ordi- 
naires. Parlout il n’a été trouvé que des formes de batonnets 
simples. Zipfel a aussi systématiquement essayé un trés grand 
nombre de substances au sujet de leur influence sur la forma- 
tion des bactéroides, en procédant de la facon suivante : La 
substance en question était dissoute dans de l'eau ou bien, si 
elle n’étail point soluble, on la broyait avec de !’eau, en ajou- 


(£) Meléeil. des landw. Instiluls der kénigl. Universitét Breslau, 1900, fase. 3, 
jo} el 
(2) Centralbl. f. Bakter., Abt. II, 7, 1904, p. 940. 
(3) Ces Annales, 10, 1896, p. 287; 12, 1898, p. 1, 128; 13; 11899, p. 145. 
(4) Lavan, Handbuch der lechnischen Mykologie, 3, p. 51. 
(5) Loe. cit. . 
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tant quelquefois un peu de gomme arabique. Cela fait, on 
lajouta ade la gélose ou ade la gélatine & base de légumineuse, 
en proportions diverses. Zipfel trouva, ainsi que des acides 
organiques, tels que l’avide tartrique, maléique et succinique, 
des préparations protéiques telles que plasmone, tropone, robo- 
rate, sanatogéne et nutrose, des hydrates de carbone comme 
dextrose et saccharose, des alcools supérieurs, tels que mannile, 
étaient tous sans action. Partout il n’a été trouvé que des 
batonnets ordinaires. I] examina aussi des substances qui se 
forment pendant la transformation des matiéres albuminoides, 
telles que des acides aminés (leucine, tyrosine, asparagine), 
ainsi que des composés nucléiques, mais sans plus de succes. 
Finalement il a aussi étudié l’influence des composés puriques 
(caféine, théobromine, théophylline, acide uréique, guanine, 
guanidine). De ces composés, /a caféime seule donnait des 
résultats positifs & la dose de 0,1, 0,2, 0,3 et 0,4 p. 100. Les 
bactéroides élaient les plus nombreux avec une teneur en 
caféine de 0,3 p. 100; 4 Ja dose de 0,5 p. 100 de caféine, toute 
végélation était arrétée. Si l'on ajoulait des matieres protéi- 
ques (5 p. 100 de sanatogéne ou de roborate) en méme temps que 
la caféine, il ny avait pas de développement des bactéroides. 

Zipfel n’a pas pu cultiver les bactérordes par des inoculations 
répétées sur un milieu contenant 0,3 p. 100 de caféine. En 
transplantant les cultures caféinisées sur de la gélose ordinaire 
a extrait de l6égumineuses, il obtenait de nouveau des batonnets 
ordinaires. Les recherches de Zipfel sont trés intéressantes et 
elles nous ont donné Vidée de poursuivre ces expériences en 
vue de chercher quelque explication générale quant & Ja cause 
de la formation des bactéroides dans les nodosités des légumi- 
neuses. 


Dans nos expériences, nous avons cherché a démontrer 
Vinfluence sur la formation des bactéroides d’un certain 
nombre d’alecaloides végétaux, ce terme élant pris dans le 
sens étendu du mot, c’est-a-dire qu’on y comprend tous les 
produits végétaux exercant une fonction basique prononcée, 
nonobstant la place de ces composés dans le systeéme chimique. 
Nous avons essayé les corps suivants : /a ca/éine, la guanine, 
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la guanidine, la pyridine et la chinoline. Les trois premiers 
ont déja été employés dans les expériences de Zipfel; la gua- 
nine et la guanidine avec des résultats négatifs. 

Les cing composés énumérés ci-dessus sont tous des alca- 
loides, quoiqu’ils aient une composition chimique trés diffé- 
rente. La caféine et la guanine appartiennent au groupe 
purique, la guanidine est de l'urée imidée. Les deux derniers 
composés se trouvent dans les légumineuses. La pyridine et la 
chinoline sont toutes deux des corps hétérocycliques, chez 
lesquels l’azote entre comme un chainon dans un anneau 
fermé (alcaloides spécifiques), et toutes les deux forment les 
noyaux d’un trés grand nombre d’alcaloides yégétaux, dont 
plusieurs entrent aussi dans la composition des ]égumineuses. 

Comme milieu de culture nous nous sommes servi d'une 
eélatine a extrait de lupins, ayant la composition suivante : 


Ta sks Wiese 3) Gee + ee eee Ono AITeS 
GGISUIMG.) .% . ePe s eeeremc ee eeel O — 
SACCHAROSE™ wl cc eee ree aoa? oe 5 _ 
Extrait de germes de lupins (1)... . Gate) 


A ce milieu, qui avait une réaction légérement acide, était 
ajouté 0,1, 0,5 et 0,5 p. 100, respeclivement, des substances a 
essayer. Pour les différentes adjonctions on procédait de la 
manicre suivante : 


Caréine: 0 gr. 05, 0 gr. 15 et 0 gr. 25 étaient broyés avec 1 cent. cube d’eau 
et 0c. c. 25 dune solution de gomme arabique et ajoutés ensuite a 49 cent. 
cubes de gélatine de lupin. 

Guanine : Méme traitement que pour la caféine, 

Guaniving : 0 gr. 45 étaient dissous dans 9 cent. cubes d’eau, el de cette 
solution on prenait 1c. c. 3 et 5 cent. cubes qu’on ajoutait A 49, 47 et 45 cent. 
cubes de gélatine. La gélatine était ensuite légérement acidifiée par de 
Vacide tartrique. 

Pyrioine : Traitement comme pour la guanidine, moins I’acidification par 
Vacide tartrique. 

Crivotine : 0 gr. 45 sont dissous dans 9 cent. cubes d’alcool, dont on 
prélevailt 1 c.c, 3 et 5 cent. cubes pour 50 cent. cubes de gélatine. (L’alcool 
est chassé a la stérilisation.) 


Les milieux ainsi préparés étaient ensuite introduits dans 
des tubes stérilisés, 10 cent. cubes dans chacun, et soumis a 
la stérilisation fractionnée. Trois tubes de chaque milieu et de 


(1) Les germes étaient broyés et digérés avec le méme volume d’eau a 60°, 
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chaque concentration étaient inoculés avec Bact. radicicola en 
strie. Laculture employée pour les inoculations était isolée de la 
vesce depuis plus de deux ans et l’age de la culture employée 
pour l’inoculation était toujours de deux jours. 

Toutes les cultures étaient gardées & la température du labo- 
ratoire. Aprés sept jours, elles étaient examinées macroscopi- 
quement et microscopiquement. Pour l’examen microscopique, 
les préparations étaient colorées soit a la fuchsine, soit au 
violet de gentiane, solution de Lugol et d’alcool amylique, 
selon la modification de Kiskalt. 

Les résultats étaient les suivants: 


CaréinE 0,1 p. 100: Végétation visqueuse, normale et forte. Coulée jusqu’au 
bout du tube. Aw microscope: Des masses de bactéroides typiques. 

Carfine 0,3 p. 100: Végétation apparente, mais moins forte qu’avec 0,1 p. 100. 
Au microscope : Les bactéroides sont a peu prés aussi nombreux que les 
batonnets et présentent des formes tres typiques (voir la planche, fig. 1). 

Cartine 0,5 p. 100 : Végétation faible. Seulement une trace d’une goutte a 
la fin de la strie. Aw microscope: Point de bactéroides ; seulement des baton- 
nets. 

Guanine : Aux trois concentrations la végétation était aussi forte que sur la 
gélatine de lupins ordinaire. Aw microscope : A toutes les concentrations on 
ne trouve que des batonnets. 

Guantine 0,1 p. 100: Végétation aussi forte que sur la gélatine de lupins 
ordinaire. Aw microscope : Batonnets; point de bactéroides. 

Guanwwint 0,3 p. 100: Végétation faible, a peine perceptible. Au microscope : 
Des bactéroides assez nombreux, 4 toutes les phases de développement. 

GuANIDINE 0,5 p. 100: Végétation a peine perceptible. Au microscope : Baton- 
nets petits et dégénérés; point de hactéroides. 

Pyripine 0,1 p. 100: Végétation forte et coulant lentement jusqu’au fond du 
tube. Au microscope : BAtonnets normaux; point de bactéroides. 

Pyrinine 0,8 p. 100 : Végétation moins forte que chez la précédente, mais 
pourtant bien visible. Au microscope : Quelques bactéroides isolés bien rares. 

Pyrinine 0,5 p. 100: Végétation comme avec 0,3 p. 100. Au microscope : Les 
bactéroides ne sont pas trop rares. On trouve des formes ltypiques en Y, 
ainsi que des batonnets renflés el avec un commencement d'incision en 
forme de Y. 

Curnoine 0,1 p. 100: Végétation faible mais pourtant bien visible. Au micro- 
scope : Bactéroides isolés. Pour la plupart sous forme d'un Y court et trapu. 

Curnorine 0,3 p. 100: Végétalion comme chez la précédente. Au microscope : 
Les bactéroides sont extrémement rares. Dans plusieurs champs microsco- 
piques on n’en trouve aucun. 

Curnotie 0,5 p. 100 : Végétation comme ayant. Au microscope : Point de 
bactéroides. 


Ces expériences ont donc démontré que parmi les cing sub- 
stances qui ont été examinées au point de vue de leur faculté 
de provoquer la formation de bactéroides, il y en a au moins 
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quatre qui possédent celle faculté, quoique & un degré {res 
différent. 

La caléine occupe ici la toute premiére place. A une concen- 
tration qui n’exceéde point la limite permettant le développement 
de la culture, cet alcaloide améne promptement et invariable- 
ment la formation d’une quantilé de bactéroides bien déve- 
loppés et caractérisliques. La guanine n’a pas du tout cette 
qualité, tandis que la guanidine, la pyridine et la chinoline, en 
quanlités convenables, causent aussi la formation de bacté- 
roides, quoiqu’elles n’atteignent pas le méme pouvoir sous ce 
rapport que la caféine. 

Une culture de Bact. radicicola, isolée de pois, donnait sur 
de la gélatine de lupins additionnée de 0,3 p. 100 de caféine 
presque exclusivement des bactéroides, le plus souvent aux 
formes richement ramifiées, ressemblant a des lettres chi- 
noises (voir la planche, fig. 2). 

Les bactéroides obtenus sur de la gélatine caféinisée, avec le 
Bact. radicicola provenant soit de la vesce, soit du pois, se 
transformérent toujours immédiatement en batonnets ordi- 
naires quand on les transplanta sur de la gélatine de lupins non 
additionnée de caféine. De nouveau reportés sur la gélatine 
caléinisée, les bactéroides paraissaient promptement. 

On peut renouveler cet essai aussi souvent que l’on veut; le 
résultat reste toujours le méme. Zipfel fait aussi celte obser- 
vation, mais, par contre, il n’a point réussi & obtenir, par des 
passages successifs sur gélatine caféinisée, de nouvelles cul- 
tures contenant des bactéroides. Bien plus, il n’a obtenu aucune 
végétation & partir du premier passage, quoiqu’il ait cherché a 
acclimater les bactéries & la caféine par des cultures répétées 
sur de la gélatine contenant cette substance en quantit¢s 
chaque fois augmentées. Pour expliquer ces faits, Zipfel émet 
Vhypothése, purement téléologique, que « ce n'est point éton- 
nant que les bacléroides ne se laissenlt pas cultiver comme 
telles, en dehors de la premiére culture, lorsqu’on continue a 
les cultiver sur le méme milieu ot elles se sont formées la pre- 
miére fois, vu que le rdle des batonnets dans les nodosités 
est rempli avec leur transformation en bactéroides ». 

Comme ce raisonnement nous a paru un peu étrange, nous 
avons fait des études spéciales afin d’éclaircir ce point-la. 
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Une culture de Bact. radicicola de la vesce sur gélatine de 
lupins + 0,3 p. 100 de caféine contenant des masses de bacté- 
roides Glait réinocalée sur deux tubes de gélatine de la méme 
composition. Aprés quatre jours les deux cultures étaient exa- 
minées. Dans l'une il y avait une trace de végétation, dans 
autre rien du tout. Au microscope, le tube contenant une 
trace de végétation montra des bactéroides aussi nombreux et 
aussi bien développés que dans la culture originale. 

Un deuxiéme passage ne donna plus de végétation du tont 
apres six jours. Au microscope on observait des batonnets isolés 
et de rares bacléroides, mais l'un et l'autre étaient pales et mal 
colorés. Ges cellules provenaient probablement de l’ensemen- 
cement. 

Ces résultats paraissent donc s’accorder assez bien avec ceux 
de Zipfel. J’ai pourtant fait un nouvel essai, el celte fois avec 
une culture des bactéries du pois. Ces bactéries sont, comme 
Von se souvient, particuliérement sensibles & linfluence de la 
caféine. 

Au premier passage de ces bactéries sur gélaline caféi- 
nisée, on obtenait aprés six jours une faible végétation, qui 
pourtant était assez forle pour permettre la formation d'une 
goutle au bout de la strie. 

Au microscope on yoyait presque exclusivement des bacté- 
roides trés bien développés et richement ramifiés (voir la plan- 
che, fig. 3). Réensemencée sur le méme milieu, cetle culture 
donnait de nouveau une végétation faible, mais bien distincle 
et Vexamen microscopique montra les mémes_ bactéroides 
typiques que dans la culture précédente (voir la planche, 
fig. 4). 

Cette fois-ci j’avais donc réussi a obtenir des bactéroides 
typiques dans trois cultures successives. Et ici il est complete- 
ment exclu qu’on puisse parler d’un simple transport des bac- 
téroides d'une culture dans une autre. 

Si lon choisit une concentration de caféine au-dessous de 
0,3 p. 100, de sorte que la végétation méme n’est pas si forte- 
ment arrétée par cette substance, on peut continuer plus long- 
temps avec les réensemencements. On peut aussi arriver a des 
résultats analogues avee des bactéroides de la vesce. Il n’y a 
aucune raison pour qu’on n’obtienne pas des bactéroides avec 

44 
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d’autres origines, puisque la caféine une fois pour toutes 
exerce cet effel spécial sur le Bact. radicicola. 

Il est tres difficile d’expliquer la cause de cette influence 
remarquable. Gamaleia, qui a étudié linfluence de la caféine 
sur différentes bactéries, a émis ’hypothése qu'il s’agit ici d'une 
action sur les corps nucléiques de la cellule. C’était justement 
a cause des travaux de Gamaleia que Zipfel était amené a 
faire ses recherches sur ce sujet. 

Revenons encore & nos expériences sur l’aclion de différents 
alcaloides sur la formation de bactéroides. Nous avons déja vu 
que parmiles cing corps examinés a ce point de vue, il n’y en 
avait qu’un seul, la guanine, qui donnait un résultat tout a fait 
négatif, tandis que la caféine agissait toujours d’une facon trés 
forte et les aulres exercaient une action positive, quoique moins 
prononcée que la caféine. 

On pouvait admettre que la concentration en ions hydrogéne 
du milieu de culture jouerait aussi un certain role dans ces 
essais, puisque le milieu en lui-méme, c’est-a-dire la gélatine 
de lupins, acquiert, par les différentes adjonctions, une acidité 
« réelle ». J’ai donc déterminé, au moyen de la méthode élec- 
trométrique, la concentration en ions hydrogéne des diffé- 
rents milieux, et les résultats de ces déterminations sont 
exposés dans le tableau ci-dessous. 


GE! ATINE DE LUPINS CONCENTRATION 
additionnée de p- 1€0 


OSERVATIONS 


ee, 


Pu original de Ja géla- 
tine de lupins = 6,40. 


oS © 
oe 


ot Ce 
co 


Caféine . 


Sy 


cz Ce 


(ve) 


Guanine. . 


o of CR 


co 


Guanidine. 


Io OO OO 


i 
3 
i 
3 
4 


o> oO 
i=) 
bo 


Pyridine. . 


Chinoline. . . 


BACTEROIDES CHEZ LES BACTERIES DES LEGUMINEUSES 643 


Ce tableau démontre clairement que la formation des bacté- 
roides n’est aucunement en rapport direct avec la concentration 
du milieu en ions hydrogéne. Regardons par exemple le cas de 
la caféine et de la guanine. Les pg sont ici presque les 
mémes pour 0,1 p. 100 de caféine et pour 0,3 et 0,5 p. 100 de 
guanine. [Il y avait dans les deux cas une végétation normale, 
mais, tandis que la caféine provoquait un développement abon- 
dant de bactéroides, la guanine était absolument sans action. 
La pyridine a la dose de 0,5 p. 100,la chinoline & 0,1 p. 100 et 
laguanidine & 0,3 p.100 provoquent toutes une formation de 
bactéroides a peu prods de la méme intensité, quoique les 
valeurs respectives de px soient de 6,02, 5,93 et 6,53. 

Nulle part la concentration en ions hydrogéne n’est assez 
grande pour pouvoir entraver le développement méme des 
cultures, car les valeurs « critiques » de pax pour ces bactéries 
sont beaucoup inférieures & celles de nos milieux (1). 

Les cultures de bactéries des légumineuses, fabriquées dans 
notre laboratoire pour l’usage des agriculleurs, sont cultivées 
sur terre stérilisée, additionnée seulement de 3 p. 100 de 
chaux sous forme de CaCO,. Cette méthode, inaugurée par 
J. Simon & Dresde, donne d’excellents résultats. Déja aprés 
deux jours, la terre stérilisée, inoculée avec quelques grains 
dune culture précédente, est tout & fait envahie par les bac- 
téries de sorte que, si l’on ensemence la surface d’un tube de 
gélatine de lupins avec quelques grains de cette terre inoculée, 
il se forme autour de chaque particule de terre une colonie de 
Bact. radicicola. 

Dans ces cultures sur terre stérilisée et chaulée, on ne 
trouve jamais que de batonnets ordinaires (voir la planche, 
fig. 5). Il restait & voir si, dans ces cultures, |’action des 
alealoides se manifesterait de la méme facon que dans les 
cultures sur gélatine. 

J'ai done ajouté de la caféine a de la terre chaulée dans la 
méme concentration (0,3 p. 100) qu’a de la gélatine. Seule- 
ment, quand i] s’agit de la terre, il ne faut point calculer sur 
le poids de la terre méme, car il est bien clair que la caféine 


(1) E. B. Frep et A. Davenport. Journ. of Agricultural Research., 44, 1818, 
je BL 
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agit seulement dans la solution aqueuse qui entoure les parti- 
cules de terre, de méme que le développement des bactéries se 
fait aussi exclusivement dans ce liquide qui, dans notre terre 
stérilisée, constitue entre 15 et 20 p. 100 du poids total de la 
terre. Il faut done ajouter la caféine & raison de 0,3 p. 100 de 
la teneur de la terre en eau. 

Dans des cultures sur terre ainsi préparée et stérilisée, ense- 
mencées avec des bactéries de Ja vesce et du pois, on trou- 
vait, apres quelques jours 4 la température du laboratoire, des 
bactéroides typiques & l’examen microscopique (1). La plupart 
des bactéries s'y trouvaient sous la forme de batonnets, mais 
on trouvait pourtant des bactéroides en forme d’Y dans pres- 
que tous les champs microscopiques de la préparation (voir la 
planche, fig. 6). 

En ensemencant de nouveau sur de la terre caféinisée, on 
obtenait encore des bactéroides. 

Puisque Pon peut arriver au méme but, tout en se servant de 
deux substrats aussi différents l'un de l’autre que la gélatine de 
lupins et la terre stérilisée, il est évident que c’est a la caféine 
seule quil faut attribuer cetle action spéciale de provoquer la 
formation des bactéroides. Il nous parait pourtant vraisem- 
blable que la gélatine a V’extrait de germes de lupins posséde 
quelque action spéciale, non sur la formation méme des bacté- 
roides, mais sur le développement luxuriant de ces formes. 
Dans les cultures sur terre stérilisée, on ne trouve jamais de 
bactéroides aussi richement ramifiés que dans la gélatine de 
lupins, la dose de caféine étant la méme dans ces deux milieux. 
Si l’on cultive les bactéries du pois sur de la gélatine ordinaire, 
additionnée de 0,3 p. 100 de caféine, on obtient une quantité 
de bactéroides, mais presque exclusivement des formes d’Y, 
sans ramifications secondaires. Nous avons essayé de faire 
apparailre des formes richement ramifiées dans de la terre 
stérilisée, en y ajoutant, & coté de la caféine, un extrait de 


(1) En ce qui concerne l’examen microscopique des cultures de différents 
micro-organismes surlerre stérilisée,’voir Cor. Barruet, Kulturen von Gitrungs- 
organismen in sterilisierter Erde. Centralbl. ¢. Bakler., Abt. II, 49, 1918, p. 340; 
el Cur. Barret, Cultures de-bactéries sur terre stérilisée, Meddel. fran K, 
Vetenskapsakademiens Nobelinstitut, 5, n° 20, 1919 (livre de jubilé de M. Svanrg 
Ansuenius). Le meilleur colorant pour ces préparations est le rose bengale. 
qui a été introduit dans ce but par H. J. Conn. 
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germes de lupins, mais nous n’avons toujours obtenu que des 
formes en Y. 

Nous ne voulons point soutenir que ce soient uniquement les 
alcaloides du régne végétal qui soient doués du pouvoir de pro- 
voquer la formation de bactéroides. La méme influence est 
exercée aussi par d’autres composés organiques contenant de 
Vazote. Ainsi, j'ai fait des expériences avec l’acide hippurigue, 
composé de la glycine et de l’acide benzoique, et qui se trouve 
dans Purine des herbivores. 

Liacide hippurique était mis en solution dans de Veau 
houillante et ajouté ensuite & de la gélatine de lupins dans les 
trois concentrations ordinaires. En ensemencant des bactéries 
de la vesce sur ce milieu, il se produisait une végétation trés 
faible dans les tubes contenant 0,1 p. 100 d’acide hippurique et 
au microscope on trouvait la, parmi les batonnets ordinaires, 
des bactéroides isolés, mais & tous les degrés de développe- 
ment typiques. 

Il y a pourlant moins d’intérét de constater que certains 
comiposés, qui ne se trouvent point dans les tissus des végétauy, 
sont aussi doués d’un certain pouvoir de provoquer la forma- 
tion des bactéroides. Ce qui est essentiel, c'est la constatation 
que cette faculté appartient & nombre d’alcaloides végétaux 
qui se trouvent normalement dans les plantes légumineuses 
La caféine, qui agil le plus fortement, ne se trouve point chez 
ces plantes, mais les autres alcaloides que nous venons 
d’examiner & ce point de vue s’y trouvent tous. On sait, de 
plus, que les légumineuses sen! parmi tes plantes les plus 
riches en alcaloides. 

Ces alcaloides doivent évidemment se trouver aussi dans les 
racines des plantes, pour pouvoir exercer leur influeuce sur la 
formation des bactéroides. Pourtant, la littérature de physio- 
logie végétale ne contient que fort peu de données sur ce point. 
Ainsi on trouve chez Czapek, dans sa Biochemie der Pflanzen, 
2, p. 266, seulement celte observation (de Molle) que les racines 
de Datura sont riches en alcaloides & [état jeune, et l’om sait 
aussi, par exemple, que l’alcaloide berbérine se trouve surtout 
dans les racines de Berderis (a 1,3 p. 100). 

Un fait qui parle aussi en faveur de la présence d’alcaloides 
dans les racines des Iégumineuses, est l’observation de 
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Hiltner (1) : il lui est arrivé, en cultivant le Bact. radicicola 
sur une gélatine & base d’extrait de légumineuses e¢ de Jews 
racines, d’obtenir des hactéroides trés bien développés. 


CONCLUSIONS 


Le fait trouvé par Zipfel, que la caféine posséde la faculté 
de provoquer constamment la formation de bactéroides sur des 
milieux solides, a élé confirmé par nos expériences. 

Mais il résulte aussi de nos recherches que cette qualité 
appartient encore a d’autres alcaloides végétaux de composi- 
tion tres différente. Ainsi la guanidine, la pyridine et la chi- 
noline agissent toutes de la méme maniére que la caféine, 
quoique moins fortement. [l est bien probable que d’autres 
alcaloides se comportent de méme, ainsi que d'autres composés 
organiques azotés, tels que l’acide hippurique, par exemple. 

Puisque ces alcaloides végétaux entrent toujours dans la 
composition des légumineuses, il nous semble bien probable 
que la formation normale de bactéroides dans les nodosités 
des Iégumineuses dépend plus ou moins de la présence des 
alcaloides dans les racines de ces plantes. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Bactéroides de Bact. radicicola cultivé de la vesce. 

Fic. 2. — — _ — du pois. 

Fic. 3. — — — — du pois; deuxiéme passage. 
Fig. 4. — _ — 


= — troisiéme passage. 
Toutes les cultures sont faites sur gélatine de lupins, a 0,3 p. 100 de caféine. 


Fic. 5. — Culture sur terre stérilisée de Bact. radicicola de la vesce. Age de 
la culture : 40 jours. 


Fie. 6. — Culture sur terre stérilisée additionnée de caféine, de Bact. radi- 


cicola du pois. Age de la culture : 9 jours. Bactéroides. 
Grossissement partout 1.000: 4. 


Toutes les préparations sont colorées a la fuchsine, sauf figure 6, qui a 
été colorée par le rose bengale. 


(1) Centralbl. f. Bakter., Abt. If, 6, 1900, p. 273. 
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RECHERCHES SUR LE ROLE DE LA GLOBULINE 
DANS LA REACTION DE WASSERMANN, 
AVEC UNE CONTRIBUTION A LA TECHNIQUE 
DE LA DIALYSE ET A L’EXECUTION DU WASSERMANN 


par KAPSENBERG. 


Suite.) 


Cc. — EXPERIENCES SUR LE ROLE DE LA GLOBULINE 
DANS LA REACTION DE WASSERMANN 


Deux particularités de la réaction de Wassermann ont 
conduit & des recherches, se complétant réciproquement, a 
savoir sa complication et son caractére énigmatique. La pre- 
mitre a donné naissance & des méthodes plus simples, que les 
auteurs ont imaginé de substituer a la réaction primitive; la 
seconde a stimulé les expérimentateurs & faire des expériences, 
afin de controler une idée préconcue concernant le principe du 
Wassermann. Tous ces efforts n’ont pas encore été couronnés 
d'un succés définitif jusqu’a présent. 

Or Vexplication de la réaction de Wassermann est probable- 
ment intimement liée 4 celle du phénoméne découvert par 
Bordet et Gengou. En effet, si grande que soit la différence 
entre la fixation du complément par un bacille typhique en 
combinaison avec son propre sérum dune part et celle produite 
par l’extrait alcoolique d’un organe et le sérum d’un syphili- 
tique de l'autre, il est indiscutable que dans les deux cas e¢’est 
le complément qui disparait du milieu ambiant, et cela grace 
au concours de deux substances. L’analogie est-elle essentielle 
ou seulement apparente? 

Il n'est pas encore permis de donner une réponse catégo- 
rique. 

Pourtant, quoique la question ne soit pas encore résolue, 
on est en droit de comparer la réaction de Wassermann au 
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phénomeéne de Bordet et Geagou ei de tacher de les expliquer 
d'une méme facon. 

L’observation d’aprés laquelle le complément est dévié par 
une suspension de particules ou flocons pius ou moins petils 
a fait naitre Pidée que le phénoméne de Bordet et Gengou repo- 
serail sur um processus similaire. Elle a pris ume forme un 
peu plus précise dans la conception, que la fixation du complé- 
ment serait, en général, la conséquence d'une agglomération 
ou précipitation invisible de colloides hydrophiles. Les parti- 
cules, ayant une tendance a se précipiter, adsorberaient, pen- 
dant ou aprés leur naissance, le complément. 

Or, il parait qu'une telle interprétation a, en effet, jusqu’a 
un certain point sa raison d’étre en ce qui concerne la réaction 
de Wassermann. Pour soutenir celle opinion, je rappelle les 
méthodes par lesquelles on démontrait, au moyen d'une préci- 
pitation visible, une différence entre le sérum d'un syphili- 
tique et celui dune personne normale. Je citerai la réaction de 
Porges et Meijer (1), qui se servaient de la lécithine; celle de 
Klausner (2), dans laquelle un état trouble est provoqué par 
Vaddition d'eau distillée; celle de Hermann et Perutz (3), qui 
déterminérent la précipitation au moyen de glycocholate de 
soude et de cholestérine; et surtout la réaction de Meinicke (4) 
et de Sachs et Georgi (5), publiée en ces derniers temps, qui 
se servent de l'antigene, aussi employée dans la réaction de 
Wassermann. 

Toutes ces réactions (6), bien qu’elles n’aient pas une spéci- 
fité aussi marquée que celle de Wassermann, et par la dépour- 
vues d’application pratique, ont pourlant une signification 
scientifique essentielle. Elles ont fixé attention sur cette partie 
du sérum, qui se distingue par la facililé relative avec laquelle 
elle est précipitée ou fait naitre des précipités, a savoir la glo- 
buline. 

Se basant en grande partie sur des considérations hypothé- 


({L) Berl. klin. Woch., 1908, n® 415. 

2) Wiener klin. Woch., 1908, n° 7. 

(3). Med. Klin., 1944, p. 60. 

(4) Berl. klin. Woch., 1918, n° 4 et Zeitschr. f. Immunilitsf., n° 27, fasc. 4. 
(5) Med. Klin., 1918. 
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tigues, Elias, Neubaner, Porges et Salomon (1), ainsi que 
Sachs et Altmann (2), ont défendu lopinion daprés laquelle la 
réaction de Wassermann aurait son explication dans une alté- 
ration spéciale de la globuline. 

Partant de ces données et d’autres, il me paraissait indiqué 
de rechercher auquel des éléments constitutifs principaux d’un 
sérum il fallait attribuer la réaction de Wassermann. 

Lorsque j'ai commencé mes recherches, j’avais l'idée que des 
expériences semblables n’avaient pas encore été entreprises. I) 
m’a paru cependant qu'un petit nombre de travaux avaient été 
exécutés sur ce sujet, surtout en 1910 et 1911, done peu de 
temps aprés la découverte et l’introduction de la réaction. Ils 
ont été faits par Landsteiner /3), Gross et Volk (4), Bauer et 
Hirsch (5), Friedemann (6) et Schmidt (7). Or, les résultats 
obtenus par ces différents auteurs sont souvent contradictoires 
entre eux et leurs expériences sont toutes incomplétes. Les 
recherches de ces auteurs n’ayant en rien influencé les miennes, 
je me contente de les citer. 

Dans mes travaux personnels, je n’ai pas tenu compte de la 
question encore ouverte, concernant la pluralité des globulines, 
et je me suis placé au point de vue de Denis-Hammersten (8), 
c’est-a-dire envisageant l’unité de la globuline. 

Je me suis done posé les questions suivantes : 

Quelle est la partie d’un sérum donnant un Wassermann 
positif, qui provoque l’entrée en scéne de la réaction? 

Kst-ce la globuline? 

Est-ce Valbumine ? 

Sont-elles toutes deux capables de donner séparément la 
réaction ou bien doivent-elles se compléter récipro- 
quement? 

Pour rechercher la réponse & ces questions, j'ai recherché sur 
plusieurs sérums positifs et sur plusieurs sérums négatifs le 


(1) Wiener klin. Woch., 1908, n° 21. 
(2) Berl. klin. Woch., 1908, n° 40. 
(3) Wiener klin. Woch., 1908, n° 29. Communication a la Société de Derma- 
tologie viennoise. 
(4) Wiener klin. Woch., 1908, n° 18. 
(5) Wiener hlin. Woch., 1910, n° 4. 
(6) Zetlsehr. f. Hyg. und Inf.-Krankheiten, 67, 1940. 
(7) Zeitschr. f. Hyg. und Inf.-Krankheiten, 69, 1944. 
) 


7 
(8) Zeitsch. f. Phys. Chemie, 8. 
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résultat de la réaction de Wassermann exécutée, chaque fois 
et en méme temps, avec le sérum complet, avec sa globuline 
seule et avec son albumine seule, plus ou moins complétement 
débarrassée de globuline. 

L’on sait qu’on peut obtenir la globuline d’un sérum par 
diverses méthodes: par la dialyse, par Vintroduction d’acide 
carbonique et au moyen des acides chlorhydrique ou acétique. 
Toutes ces méthodes ne fournissent cependant qu’une partie de 
la quantité totale dela globuline gue contient un sérum. Pour 
obtenir toute cette globuline, il faut avoir recours aux méthodes, 
qui utilisent certains sels en solution trés concentrée. Parmi 
ces derniéres, la méthode de Denis-Hammersten (MgSO,) (1) et 
celle de Kauder-Hofmeister (2) [(AzH,),SO,] sont d’une applica~ 
tion courante. 

J’ai commencé par étudier la globuline, qui se précipite d’un 
sérum en le dialysant, et l’albumine restante. J’élimine de cetle 
facon les substances (sulfates de magnésium ou d’ammonium) 
qui pourraient influencer les résultats de Wassermann. 

J'ai 6té conduit par les résultats obtenus en opérant avec la 
dialyse, a appliquer d’abord la méthode de Denis-Hammersten, 
puis celle de Kauder-Hofmeister. 

Dans toutes ces expériences je me suis servi pour la dialyse 
et pour l’exécution du Wassermann de la technique que j'ai 
décrite dans la premiére et la deuxieme parlie de ce mémoire. 


1. — Séparation de la globuline du sérum par la dialyse. 


Je donne ici les protocoles un peu détaillés. 


Protocote I. — Sérum Pae : Ponclion veineuse le 10 avril 1918, aprés-mid1. 
Chauffé le 11. Wassermann le 12: positif. Sérum conservé a la gtacitre. Le 
16, 2c. c. 4 dans un dialyseur, plongé dans 100 cent. cubes d’eau distillée ; 
celle-ci chaque jour renouyelée, ne donnant jamais la réaction d'une sub- 
stance albuminoide, mais pourtant, les deux premiers jours, distinctement 
celle du sel marin. Le 18: le volume du sérum s’accroit jusqu’a5 cent. cubes, 
il est distinctement trouble. Le sérum est centrifugé et l’albumine est décantée 
du sédiment de globuline; ces deux substances sont gardées a la glaciére jus- 
qu’au 19. Le liquide albumineux, rendu isotonique avec la quantité néces- 
saire de sel marin sec, est dilué ensuite avec du liquide physiologique jusqu’a 


(1) Loe. cit. 
(2) Archiv. f. experimentelle Path. und Pharmacol., 20, 1885. 
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12 cent. cubes (donc comme le sérum |: 5). La globuline est reprise dans 
2¢. c. 4 de liquide physiologique ; la dissolution ne se faisant pas. complete- 
ment, on ajoute une trace de KOH, qui provoque la dissolution presque 
complete. Apres centrifugation le liquide clair est décanté et dilué jusqu’a 
12 cent. cubes. 


Résultal du Wassermann. — Aucune différence entre les trois réactions : 
Sérum = positif; 
Globuline = positif; 
Albumine = positif; 
Témoins et contrdles : sans faute. 


ProrocoLe I]. — Les sérums suivants ont été examinés: 


1. Pae., le méme que dans le protocole précédent; le 22 avril 1918, 1 c. ¢. 2 
dans le dialyseur, plongé dans 100 cent. cubes d'eau distillée, renouvelée 
journellement, ne donnant pas la réaction des substances albuminoides 
mais d’abord trés distinctement celle du sel marin ; le 25,la globuline, séparée 
par centrifugation, el Valbumine conservées séparément a la glaciére jusqu’au 
26, date a laquelle le Wassermann fut exécuté. 

2. Ke., ponction veineuse le 18 avril 1918, chauffé le 19. Le 22, 1c. c. 2dans 
le dialyseur, puis exactement comme pour Pae. 

3. Meij-k., ponction veineuse le 22 avril 1918; non chauffé. Le 24, 1 e. c. 2 
dans le dialyseur, puis comme pour Pae, seulement centrifugé le 26. 

4. Atf., ponction veineuse le 24 avril 1918, non chauffé, puis comme pour 
Meij-K. 

5. He., exactement comme pour Aff. 

6. Ha., exactement comme pour Aff. 

Le 26 avril 1918, le liguide albumineux est rendu isotonique et dilué jus- 
gua 6 cent. cubes. L’albumine des différents sérums a attiré des quantiiés 
deau variables, Pae. s’éléve jusqu’é 2 €. c. 6, Ke. a2 cent. cubes, Meij-K. a 
4c. c. 8, Aff.a2c.c. 4, He. a 3c. c. 8, Ha. A4c.c.8. Les globulines furent 
dissoules dans 1 c. c. 2 de liquide physiologique en ajoutant cing petites 
anses de KOH (10 p. 100). Pour Pae. la dissolution ne fut pas complete, 
tandis qu’elle le fut pour les autres, bien que He. et Ha. n’aient eu qu’une anse 
de KOH. Diluées jusqu’é 6 cent. cubes. Les globulines des sérums non 
chauffés ne sont pas chauffées non plus. Les sérums furent chauffés pour le 
Wassermann. 


Résulfat: tableau VIII. 


Pour lirer une conclusion de ces expériences, il faut d’abord 
écarter les globulines He. et Ha., qui se sont montrées tout a 
fait anticomplémentaires. J’y reviendrai tantdt. Or, il est évi- 
dent que la globuline d’un sérum positif réagit comme le sérum 
complet, tandis que celle d’un sérum négatif, d’aprés la réac- 
tion de la globuline Ke., se comporte négativement. Trés 
remarquable est surtout la conduite des albumines. Celles 
d’un sérum positif donnent un Wassermann positif, gwelque- 
[ois cependant (Pae., Meij-K.) dune facon moins nettement 
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marquée que le sérum ou la globuline. Quant aux albumines 
d'un sérum négatif, elles réagissent sans exception négative- 
ment. 

Sachant que l’albumine contient encoreune quantité notable 
de globuline, Vidée s’imposait que la réaction de l’albumine 
pourrait dépendre de cette substance et que l’albumine par elle- 
méme réagirait négativement. Pour cette raison, j'ai taché 
d’obtenir toute la globuline qui se laisse séparer du sérum au 
moyen de la dialyse, en appliquant la dialyse fractionnée. 


Protocore III. — Sérum A, posilif, du 1¢° mai 1918, chauffé, et sérum B, 
négatif, du 4, également chauffé. Le 7, 4 cent. cube de chaque sérum est mis 
dans le dialyseur, plongé dans 100 cent. cubes d’Aq. dist.; le 8, centrifugé; 
la globuline est ramassée (y compris celle qui recouvre la membrane, en 
rincant le dialyseur avec de l'eau distillée) et est conservée a la glaciére. 

L’albumine est dialysée 4 nouveau. L’eau distillée ne contenait pas de 
substance albuminoide, mais beaucoup de sel marin. 

Les9 et 10 mai 1918, mémes manipulations. Les albumines A et B ont main-~ 
tenant augmenté de volume l'une et l’aulre jusqu’a 4c. c. 4. Elles sont 
rendues isotoniques et diluées jusqu’é 5 cent. cubes. Les globulines de 
chaque sérum sont réunies et dissoutes dans 1 cent. cube de liquide physio- 
logique. La dissolution est presque complete en ajoutant six petites anses 
de KOH 10 p. 100. La globuline est diluée jusqu’a 5 cent. cubes et la réaction 
de Wassermann installée. 


Résullat : tableau IX. 


J'ai en effet réussi dans cette expérience & obtenir d’un 
sérum positif une albumine négative. I] va sans dire que cela 
peut partiellement provenir de pertes de substances, de fautes 
de technique, lesquelles auraient pour effet de réduire l’in- 
tensité de la réaction de la globuline se trouvant encore dans 
Valbumine, mais il est invraisemblable que la réaction se 
montrerait distinctement positive, abstraction faite de ces 
pertes. 

Le sérum négatif a maintenant fourni une globuline qui 
n'est pas anticomplémentaire, mais qui donne un Wassermann 
positif, bien que léger et douteux. 

Or, dans une autre série d’expériences, exécutées de la méme 
maniére, des globulines de sérums posilifs et négatifs ont été 
oblenues qui toutes étaient fortement anticomplémentaires. 
La température de l'atmosphére était, pendant ces jours, tres 
chaude et il n’est pas impossible qu'un développement de 
microbes soit en cause. 
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Pour entraver et 6viter Tinfluence des bactéries, j’ai eu 
recours & la dialyse dans la glaciere. 

Prorocote IV. — Les sérums Do., El., Ti., et Di., du 23 juin 1918, chauffés 
et stériles, sont, en raisun de 1 cent. cube, mis dans le dialyseur le 28, plongés 
dans 100 cent. cubes d’Aq. dist. et placés dans la glaciere; le 29, Peau dis- 
tillée est renouvelée (elle ne contenait pas de substances albuminoides, mais 
beaucoup de sel marin). 

Le 30, j'ai centrifugé la globuline et j’ai séparé V'albumine; lalbumine est 
placée de nouveau dans le dialyseur rincé, puis avec la globuline, elle est 
placée a la glaciére. Le 31, les albumines sont centrifugées de nouveau, 
Elles ont augmenté en yolume: Do. jusqu’é 2c. c. 8, El. A3c.c. 4, Ti. a 
3c. c. 4, Di. A3c.c. 4; sont diluées jusqu’éa 5 cent. cubes et additionnées de 
la quantité de sel marin nécessaire pour que le liquide soit isotonique. Les 
clobulines rassemblées sont digsoutes dans 1 cent. cube de liquide physio- 
logique, sans addition de KOH, et diluées jusqu’é 5 cent. cubes. Les solu- 
tions sontun peu troubles, 4 l'exception de celle de Ti., qui est completement 
claire. Le Wassermann est fait le 31. 


Résullat: tableau X. 


Le résultat est un peu embarrassant. La globuline d'un 
sérum posilif se montre dans cette expérience positive égale- 
ment, mais l’albumine l’est aussi; dans un cas (Do.) lValbu- 
mine l’est moins distinctement que le sérum ou la globuline, 
dans un autre (1i.) au contraire elle l’est plus neltement. Les 
albumines des sérums négaltifs sont encore négatives, mais 
les globulines, tout en ne réagissant pas anticomplémentaire- 
ment, donnent un Wassermann faiblement positif. 

Pour en rechercher une explication, j'ai étudié si les quan- 
lités de globuline des sérums négatifs, obtenues par la dia- 
/yse, n’étaient peut-clre pas notablement plus grandes que 
celles des sérums positifs. Pour cela j’ai mis dans de petits 
verres gradués une quantité déterminée de la solution de glo- 
buline et j'ai ajouté une quantité précise d'eau distillée et de 
réacuif d’Esbach, imitant ainsi le procédé en usage courant 
pour V’analyse des urines. L’ensemble du précipité a été 
mesuré aprés une sédimentation de vingt-quatre heures. Les 
chiffres ainsi obtenus n’ont, cela va sans dire, qu'une valeur 
relative, mais ils permettent pourtant d’établir une comparaison. 

Ces chiffres, pour les sérums étudiés, sont les suivants : 
Do. 0,9, El. 0,25, Ti. 0,25 et Di. 0,5; ils different trop pour 
autoriser une conclusion. 

Partant ensuite de Vidée que la globuline pourrait étre 
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rendue anticomplémentaire ou positive par les microbes, j’ai 
fait des préparations microscopiques des sédiments de globu- 
line et, malgré le séjour & la glaciére pendant quelques jours 
seulement, j’en ai trouvé dans chaque préparation une quan- 
tité plus ou moins grande, surtout en forme de batonnets. 

L’emploi du chloroforme dans l'eau distillée ou du toluol 
sur le sérum dans le dialyseur ne donnant pas des résultats 
pratiques, j'ai renoncé a la dialyse prolongée dans l’eau dis- 
lillée. Les recherches ayant pour but d’établir les qualités 
dialysantes de la membrane amniotique préparée, m’avaient 
appris d’ailleurs qu’elle était toujours imperméable pour les 
substances albuminoides, mais au contraire tres perméable 
pour les sels. J’étais done autorisé & me servir pour la dzalyse 
d'eau courante. 


Protocote VY. — Les sérums Be., Li., du 12 septembre 1918, et Go. du 5, 
tous les trois inactivés, sont mis, le 12 en quantité de 1 cent. cube dans le 
dialyseur et dialysés dans de l'eau courante pendant quatorze heures. La 
globuline et l’albumine sont centrifugées et séparées, diluées jusqu’a 5 cent. 
cubes avec de l’eau distillée et isotonisées. La globuline se dissout compleé- 
tement. Le Wassermann a été pratiqué le 13. 


Résultat : tableau XI. — Les chiffres, indiquant la proportion relative de 
globuline sont : Be. 0,3, Go. 0,6 et Li, 0,5. Il résulte done de cette expé- 
rience que la quantité de globuline ninflue pas sur la réaction de Wasser- 
mann (Be. 033, Li. 055). 


La globuline d’un sérum négatif réagit maintenant comple- 
tement négativement. C’est la principale conclusion & tirer de 
cette expérience. 

Pour finir cette série d’expériences, je donne un résumé des 
résullats, sans détails sur la technique suivie (tableau XII). 

D'aprés ce résumé et surtout en comparant les spéciaux 
résultats des divers Wassermann entre eux, les expériences 
mentionnées jusqu’ici donnent lieu aux conclusions suivantes : 

1° La globuline extrarte par la dialyse Vun sérum positif 
réagit positivement. 

2° Le reste du sérum, albumine, contenant encore une plus 
ou moins grande quantité de globuline, réagit aussi positive- 
ment, mais souvent moins nettement que le sérum ou la globu- 
line. Une fois elle réagissait négativement. 

3° La globuline extraite par la dialyse d’un sérum négatif 
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TipLeau XII. — Résumé. 
SERUMS POSITIFS | SERUMS NEGATIFS 
$< | | rn $"< 
WASSERMANN WASSERMANN 
Nc = a tes, ee 
NOMS du ee de Val- NOMS du Sere de Val- 
globu- : , g - : 
sérum Gas bumine sérum oe bumine 
PEs - + + ae » » » » 
Pae®. $ + a -E(—?)| Ke _— = == 
Meij-K (1) . a + + (—? lakes (US) —_— A — 
Aff. (4). a = Ha. (1) — A — 
A + {+ | — |B — }e(—2)) — 
Do. =“ + + E! as ae Be 
Ti. +) /+4)]}.+ |} di — |+)} - 
Be. a + + es _— os = 
GOie tae ee + + + » » » | » 
BSE ed 
== == Positif. 
== = Faiblement positif. 
— = Négatif. 
A =} Anticomplémentaire. 


Les sérums sont rangés en groupes renfermant les Wassermann qui ont été 
exécutés chaque fois en une séance. 
Les sérums et les globulines marqués par (1) n’ont pas été inactivés. 


peut réagir négativement. Cependant, elle peut donner aussi 
une réaction positive, mais pas aussi distincte que celle d’un 
sérum positif. Elle peut étre aussi totalement anticomplémen- 
taire.Pourtantil semble que cette particularité peut étre la con- 
séquence d'influences extérieures (1), bactériennes peut-étre, 
agissant sur la globuline préczpitée. En faveur de cette hypothése 
plaide le fait que lalbumine des sérums négatifs, bien que 
contenant de la globuline, réagit toujours négativement. 

Or il est remarquable que l'albumine exposée aux mémes 
influences que la globuline n’ait jamais montré d’action anti- 
complémentaire. Cette particularité ne me parait pas sans 
importance pour la théorie de la réaction de Wassermann. 


(1) IL va sans dire qu'une telle influence peut étre aussi supposée pour ce 
qui concerne les globulines des sérums positifs; pourtant la régularité avec 
laquelle la globuline et lalbumine réagissent positivement parait justifier 
linterprétation donnée. ; 
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Dans les expériences décrites précédemment j’ai été surtout 
frappé par les deux faits suivants : 

1° Que la petite quantité de globuline, extraite d’un sérum 
positif, élait en état de donner une réaction parfaitement 
comparable & celle du sérum complet; 

2° Que l’'albumine d’un tel sérum, ou plus exactement qu’un 
sérum positif débarrassé d'une cerlaine quantité de sa globu- 
line, pouvait réagir moins distinclement que le sérum complet 
ou que la globuline seule, une fois méme négativement. 


De la Pobligation d’avoir recours & une méthode permettant 
d@opérer avec la globuline entiére d’un sérum et avec l'albu- 
mine complétement dépourvue de globuline. 

En premier lieu, je me suis servi de la 


li. -— Séparation au moyen du sulfate de magnésium. 


J'ai appliqué la méthode de Denis-Hammersten de la 
maniére suivante : 

Un tube a centrifugation, contenant 1 cent. cube de sérum, 
quelquefois plus (dans les premiéres expériences neutralisé 
avec de l’acide acétique, mais comme cela ne présentait aucun 
avantage, je l’ai supprimé par la suite), est placé dans un bocal, 
rempli d’eau a une température de 40°. On ajoute peu a peu du 
MgSO,, pulvérisé, en agitant le tube pour bien le mélanger et 
le dissoudre, jusqu’& ce qu’apparaisse un trouble manifeste. 
Alors une petite quantité de sel est encore surajoutée et les tubes, 
encore plongés dans l’eau, sont mis a l’étuve a 37° C pendant 
quelques heures. 

Ces tubes sont alors centrifugés pendant longtemps, jusqu’a 
ce que la globuline soit précipitée complétement. Le plus 
souvent la séparation s’établit distinctement, l’albumine claire 
surnageant la globuline d’une blancheur manifeste. Quelque- 
fois cependant, la séparation par la centrifugation échoue; 
alors c’est que la quantité de sel ajoutée a été trop considérable. 
Lorsqu’il s'est formé un précipité compact de globuline et que 
le liquide albumineux est devenu clair, celui-ci est décanté 
ou aspiré avec une pipette Pasteur trés effilée et rejeté dans un 
dialyseur. La globuline est dissoute dans quelques centimétres 
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cubes d'eau distillée, ce qui s’accomplit complétement grace a 
la présence du MgSO,, et elle est aussi versée dans un dialyseur. 
Les diverses globulines et albumines d’une expérience furent 
dialysées ensemble dans!’eau courante. La durée de la dialyse a 
été de dix-huit & vingt-quatre heures. Aprés ce laps de temps 
les solutions de globulines étaient devenues troubles, démon- 
trant que le MgSO, avait disparu, du moins en grande partie. 

En effet l’addition du Ba (NO,), 4 ces globulines, de nouveau 
dissoutes au moyen de sel marin, ne causait quan trouble 
égal ou un peu plus net que celui qu’elle donnait dans l'eau 
sortant du robinet. 

Le liquide albumineux et celui renfermant la globuline 
furent dilués avec de l’eau distillée jusqu’a 5 cent. cubes (ou 
la valeur convenable) et rendues isotoniques par la quantité 
nécessaire de sel marin. Les solutions de globuline étaient 
toujours completes, elles montraient une légére opalescence. 
Celles d’albumine étaient claires, sans opalescence. 

La majorité des sérums, employés pour ces recherches, 
étaient frais. Ils furent choisis parmi les sérums envoyés au 
laboratoire pour la réaction de Wassermann, et toujours 
séparés et dialysés le jour précédant l’execution de cette réac- 
tion. Alors ces sérums, leurs globulines et leurs albumines 
furent examinés avec d’autres sérums en une méme séance. 

Les résultats qu’ont donnés ces expériences out élé tellement 
démonstralifs et uniformes, quil me parait superflu de 
donner tous les protocoles & peu prés semblables. Je me bor- 
nerai done adonner un tableau renfermant les comptes rendus 
des Wassermann et un tableau fournissant un apercu général 
(tableaux XUI et XIV). 

Avant de tirer les conclusions, il faut signaler qu’aucun des 
produits n’a montré, comme dans les expériences précédentes, 
une réaction anticomplémentaire. Par conséquent il est permis 
@interpréter tous les résultats de la méme facon. 

Considérant les sérums poszti/s il est évident : 

1° Que touces leurs globulines réagissent positivement. [1 n’y 
a aucune exception. Elles se comportent en général comme le 
sérum. Elles donnent quelquefois une réaction plus marquée 


que lui, parfois aussi, mais plus rarement, une réaction plus 
faible; 
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2° Que les a/humines se comportent d'une maniére différente. 

Il y en a qui réagissent comme le sérum et la globuline, 
mais la majorité d’entre elles réagit plus faiblement ou méme 
négativement. La réaction négative s’obtient avec les albu- 
mines de sérums, qui eux-mémes ont manifesté une réaction 
faible. 

Or, quand on étudie le tableau des comptes rendus des 
réactions de Wassermann ayec attention, on observe que l’albu- 
mine, méme lorsque sa réaction doit étre mentionnée comme 
posilive, montre une tendance & fournir des résultats plus 
faibles que le sérum ou la globuline (voir les numéros |, 2, 
6, 31). 

Les recherches avec les sérums négatifs démontrent, sans 
aucune hésitation, que leurs globulines ne donnent pas le 
Wassermann; il en est de méme de leurs albumines. 

Bien que le nombre des sérums quiont été séparés sans élre 
inactivés soit petit, il me semble que les résullats sont les 
mémes quand on opére avec les globulines et les albumines 
obtenues de sérums actifs ou chauffés avant la séparation. 

Ila été démontré, entre autres par Noguchi, que la quantité 
de globuline dans le sérum d’un syphilitique est plus grande que 
dans un sérum normal. Bien qu'une pareille augmentation de 
globuline s’observe aussi & la suite d'autres infections, on 
pouvait pourtant supposer que le caractére particulier de la 
globuline d’un sérum positif dépendait de ce qu'elle se trouvail 
dans ce sérum en quantité plus grande. 

Or les expériences avec la globuline, oblenue par la dialyse 
seule, ont déja démontré qu’une petite quantité de globuline 
suffisail pour réaliser une réaction distincte. Pourtant, pour 
confirmer ce résultat d'une facon plus certaine, j'ai apprécié, 
dans la plupart des cas, la quantité de globuline par la 
méthode d’Esbach, comme Je lai décrit plus haut. Les valeurs 
qui résultent de ces épreuves sont placées dans le tableau XIV. 
Elles démontrent clairement que le taux de globuline des 
sérums positifs est en général plus élevé que celui des sérums 
négatifs, mais il y a pourtant des sérums négatifs, qui ont une 
quantité qui dépasse celle des sérums positifs (de R. et v. Zw., 
Be. et Li.). 


Toutes ces considérations réunies permettent de conclure, 
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Tapteau XIV. — Séparation au moyen du sulfate de magnésium. 
(Résumé. ) 


SERUMS POSITIFS SERUMS NEGATIFS 
(chauffés avant la séparation) (chauffés avant la séparation) 
re eee OOO 
WASSERMANN WASSERMANN 
= = NOMS 
nee 


de Cone Was hee e 


elobu- : , 
NUMEROS sérunl "hi bumine NUMEROS sérum 
5 os ine 


Don. ain 
idiaee a (2) ss 
ALS ow asl (+ 


Va.. 


Be.. . 
(COsgs 


rails 4 (@ +: Bina — 1,0; 


SERUMS NEGATIFS (SEPARES ACTIFS) 


TERS fee oe + — Motes 5 (4a) = 
Knees 2) (28) = 
Bas ee 29) = 
V.d.M. (30) 


Positif. 
Faiblement positif. 
Négatif. 

Pas exécuté. 


Les sérums sont rangés en groupes, renfermant les Wassermann qui ont été exécutés 
chaque fois en une séance. 


Les chiffres, dans la colonne des globulines, indiquent le résultat des « Esbach ». 
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avec certitude, que la globuline d’un sérum positif possede 
une particularilé toute spéciale. 


Les résultats qu’a fournis la séparation par la méthode de- 
Denis-Hammersten aboutissent & cette conclusion que, quoi- 
que la globuline soit Vagent principal de la réaction, l'albu- 
mine, surtout celle des sérums donnant une réaction de 
Wassermann forte, donne aussi cette réaction. 

Cependant une semblable interprétation ne me _paraissait 
pas permise. Malgré le fait que la méthode de Denis-Ham- 
mersten passe pour étre parfaitement en état de séparer entiére- 
ment et avec certitude la globuline d'un sérum, j’eus raison de 
m’en méfier. I] n’était pas rare, en effet, qu’aprés le départ du 
sulfate de magnésie par dialyse de l’albumine, il se précipita 
une petite quantité de globuline qui pouvait étre écartée par 
centrifugation. Or, Hammersten a fait ses expériences presque 
exclusivement avec le sérum de bceuf et il est intéressant de 
constater, ainsi quil le fait remarquer lui-méme dans un de 
ses mémoires originaux. que la méthode ne donne pas toujours 
des résultats aussi bons avec ce sérum et gue l’albumine con- 
tient souvent encore une trace de globuline, se montrant notam- 
ment par la dialyse. Il ajoute également que la méthode se 
prétait, d’une maniére moins satisfaisante, aux expériences avec 
le sérum de cheval. 

Pourquoi n’en serait-il pas de méme avec le sérum de 
Vhomme? I] m’a done paru nécessaire de considérer que la 
question concernant l’albumine n’était pas encore résolue et 
qu’il se pourrait parfaitement que la réaction positive fournie 
par Valbumine soit la conséquence de la quantité plus ou 
moins grande de globuline qu’elle contenait encore. 

J'ai procédé pour cette raison & quelques recherches en me 


servant de la 


Ili. — Séparation au moyen du sulfate d’ammonium. 


A‘ cent. cube du sérum j'ai ajouté 1 cent. cube d'une solution de sulfate 
d’ammonium, saturée a chaud, puis qu’on a laissé cristalliser a froid, Le 
mélange, devenu immédiatement tres trouble, est gardé pendant une demi- 
heure A la température de la chambre, puis centrifugé pendant longtemps. 
La globuline et l’'albumine furent séparées, dialysées et traitées de la méme 
facon que je l’ai décrit antérieurement a propos de la séparation au moyen 
du sulfate de magnésium. 
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Tanteau XVI. — Séparation au moyen du sulfate d’'ammonium. 


(Résumé.) 
eS 
SERUMS POSITIFS SERUMS NEGATIFS 
(chautfés avant la séparation) (chautlés avant la séparation) 
A a ee 

WASSERMANN WaSSERMANN 
NOMS ee NOMS ee 
et du Gorey dea ey dn ce 1 dewat 
; globu- : ° olobu- 
NUMEROS serum line bumine NUMEROS $s ram ine buniune 
Simi. (1) of =O a Ko.. (2 == = = 
De N. (3 
Vi Wen (4) 
St. (3 ote 2s) Br. . (6 SS fess a) 
Ble. (7 + + 4,2) — Vis (8) — |4+ 1,2 = 
Lou (9) 4 + 0,9) — (CE Ses (14 — {+ 1,0 — 
Kell 10) fe a | 
Log. . (41) 4. + 0,64 — 
Rob. . (12) + + 0,9, — 
Ros 13) a. a2) 45) == 
"H, ... (45) a BCE lee (ere Ste... . (16) eee Sees ee 
v.d.W. (48) + + 1,4) — yon cement) — |— 0,9 — 
Em. (20 + + 41,4) — Vadabs 2 (49) = (ee? 1,4) — 
Kip 8 + ot 054 eae (24) — |41,6}; — 
Bis.) . (22) ae + 4,2) — 
Hy. > (23) Se) |e 
EY eer 2) = + 4,2) — 
H,. (26) As elec ees 
Cri. . GF — j—1,5) — 
View VV te eee) — |— 1,3 — 
Ones os (Ce) — |—1,4/ O 
Ms. 5 ekt); — {— 1,5 » 
Pires (ods — j— 1,3 » 
Rh. . (32) — |4 1,2 » 
Gn. (33) == —— et 4 » 
BL. (34) Se : 


(1) + avec MgSO,. 
+ => Positif. 


== 


O 


Faiblement positif. 
Négatif. 
Pas exécuté. 


Les sérums gont rangés en groupes, renfermant les Wassermann qui ont été exécutés 
chaque fois en une séance. 


Les chiffres dans la colonne des globulines indiquent le résultat des « Esbach ». 
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Les résultats de ces recherches pour lesquelles furent em- 
ployés seulement des sérums inactivés, étaient tres satisfai- 
sants. Pas plus qu’avec le sulfate de magnésium, les produits 
ne montraient une action anticomplémentaire. 

En considérant les sérums positifs, il est maintenant dé- 
montré, avec une certitude absolue, que la globuline en est la 
seule substance qui cause la réaction de Wassermann. L’a/bu- 
mine, débarrassée compléetement de globuline, réagit tout a fait 
négatiwement, méme quand elle provient de sérums qui donnent 
une réaction des plus nettes. 

Cette série d'expériences démontre clairement l'efficacité de 
la précipitation de la globuline au moyen du sulfate d’ammo- 
nium. 

On peut le constater spécialement au sérum Kl (n° 21 
des tableaux AV et XVI), lequel fut en méme temps séparé 
avec le sulfate de magnésium et avec le sulfate d’ammonium. 
Seulement en usant la derniére substance on aboutit & une 
albumine négative. 

On pourrait objecler qu’aprés la séparation de la majeure 
partie de Valbumine, il en est reslé une trace dans la globuline 
précipitée et que cette trace exerce une influence sur la genése 
de la réaction de Wassermann. L’expérience suivante prouve 
qu il n’en est pas ainsi. 


Prorocote VI. — Les sérums W., de W., et H., obtenus par ponction vei- 
neuse le 2 avril 1919 et chauffés ce méme jour, sont chacun a la dose de 
1 cent. cube traités, comme ila été déja décrit, avec 1 cent. cube de la solu- 
tion saturée de sulfate d’ammonium et centrifugés jusqu’a séparation com- 
pléte de la globuline. L’albumine est aspirée minutieusement et rejetée. Les 
tubes a centrifugation, contenant les sédiments des globulines, sont remplis 
avec une solution de sulfate d’ammonium a demi saturée et les sédiments layés 
comme on le fait avec les hématies. Cette manipulation est exécutée trois 
fois. Par la longue durée de la centrifugation il nest pas possible de faire 
la réaction ce méme jour et on est forcé de laisser les globulines, n’étant 
pas totalement séparées du liquide surnageant, qui est un peu opalescent, 
une nuit ala glaciére. Le 3 avril 1919 les sédiments des globulines sont dis- 
sous avec de l'eau distillée et mis A dialyser pendant vingt-quatre heures. 


Les solutions de globuline, devenues troubles, sont diluées et 
rendues isotoniques et on fait la réaction de Wassermann (en 
méme temps avec d'autres sérums) comme dans les expériences 
antérieures. 
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Le résultat a été: 
Résultat de la réaction 


Noms de Wassermann 
Ww ( SS eruliey ee eye . négatif. 
ce ( Globuline.... négatif. 
; Sérumey, pee POSiul. 
cee Globuline . . . .  positif. 
SKM G96 o 6 a [KORTE 
Globuline 3 4). spositiul. 


Lorsqu’on étudie dans le tableau XV de plus prés les comptes 
rendus des différents Wassermann, on peut observer sans peine 
que la globuline produit une réaction d’une intensilé quel- 
quefois un peu plus forte que celle du sérum complet (voir les 
n*41,5, 7,9, 13 et 26). La méme remarque pouvait aussi étre 
faite avec les globulines séparées au moyen du sulfate de ma- 
enésium. 

D’abord, il m’a paru que cela était la conséquence du fait 
que la globuline isolée a la faculté de réagir plus forlement 
que le sérum complet. Il serait possible que la globuline dévie 
plus fortement le complément grace & la disparition (par suite 
de sa séparation seule ou par la dialyse) d’une substance anta- 
goniste. Friedemann (I. c.), qui a observé le méme fait, admet 
que c’est ’albumine qui, dans le sérum, diminue l'action de la 
elobuline. 

Pour ma part, supposant pour un moment qu'une substance 
antagoniste est véritablement en cause, l’albumine ne joue pas 
ce role. Comment serait-il alors possible, comme je l’ai montré 
nettement aprés laséparationau moyen du sulfate demagnésium, 
que lalbumine, contenant seulement une quantité minime de 
globuline, puisse produire une réaction de Wassermann dis- 
tinctement positive ? 

La question, n’étant pas dénuée d’intérét, m’a stimulé a faire 
des expériences pour la résoudre. 

Dans ce but, j'ai recherché la relation quantitative qui existe 
entre la réaction produite par une quantité de sérum et celle 
manifestée par la quantilé de globuline, que contient cette 
méme quantité de sérum. 

J’ai pris deux doses égales d’un, méme sérum. L’une servit 
pour en faire les dilutions en série du sérum complet, l’autre 
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pour en obtenir la globuline totale, laquelle, aprés la dialyse, 
fut examinée dans des dilutions exactement comparables avec 
celles du sérum complet. 


Pour faciliter exposition ct l’appréciation de la technique 
de ces expériences et des diagrammes qui indiquent leurs 
résultats, il suffira de reproduire une seule expérience comme 
exemple. Pour cela je choisis celle d’ot sont nés les dia- 
grammes n° 8 et 9. 


Protocote VII. — Les sérums Zo. et De., obtenus par ponction veineuse 
le 2 juillet 1919 et inactivés ce méme jour, sont, le 3, traités avec la solution 
salurée de sulfate d’ammonium. Le sérum Zo., dont on n’a qu'une quanlité 
restreinte, est (par exception) mis a la dose de 0 c. c. 6, dans un tube a 
centrifugation, dans lequel on verse ensuite 0 c. c. 6 de sulfate d’ammo- 
nium. Concernant le sérum De., ona opéré, comme pour les autres sérums 
de cette série d’expériences, avec les quantités de 1c. c.2 de sérum et de 
1 c. c.2 de ta solution du sulfate. (En se servant de quantités un peu grandes 
on diminue naturellement les pertes de substances, causées par les mani- 
pulations.) 

Les tubes sont laissés pendant une demi-heure 4 la température de la 
chambre et puis centrifugés fortement pendant au moins une demi-heure. 
La globuline s’est séparée franchement de l’albumine, entiérement limpide. 
Celle-ci est aspirée en totalité avec une pipette Pasteur bien effilée. 

Les globulines sont dissoutes dans peu d’eau distillée et mises dans les 
dialyseurs. Les tubes sont rincés trois fois et on a soin de verser l’eau de 
rincage aussi dans les dialyseurs. Pour l’albumine et la globuline du sérum 
Zo., on se sert de dialyseurs d'un diamétre de 2 cent. 5, tandis que pour le 
sérum De. on fait usage de ceux d’un diamétre de 4 centimétres. La dialyse 
est continuée pendant vingt-sept heures et demie dans de l'eau courante. 
Aprés ce laps de temps les solutions de globulines sont devenues fortement 
troubles, il y a un précipité floconneux notable. Les globulines sont versées 
soigneusement dans de petits verres gradués, les dialyseurs rincés avec de 
Yeau distillée et l'eau de rincage ajoutée. Pour le sérum Zo. on complete le 
volume jusqu’a 3 cent. cubes et pour celui de De. jusqu’a 6 cent. cubes. On 
fail de méme avec les albumines. Ensuile on ajoute la quantilé nécessaire de 
sel marin sec pour isotoniser. Les globulines se dissolvent de nouveau. Les 
sérums complets sont dilués dans les mémes proportions, mais avec de l'eau 
salée. On a soin de faire usage pour toutes les substances des mémes vases 
et pipettes. 

L’épreuve préparatoire donne pour résultat que p est plus petil que 0,2, 
mais plus grand que 0,1, tandis que q est exactement = 0,2 On prend pour 
p 0,2, de sorte que q + 1/2 p devient 0,3. 

Dans les tubes on met 0c. c. 5 de l’antigéne dilué (extrait alcoolique d’une 
poudre d’un cceur de beeuf, préparé comme ordinairement, et d'une efficacité 
trés satisfaisante), et des doses décroissantes de la dilution du sérum ou de 
la globuline et des doses égales du complément, 4 savoir g = 0,2. Tous les 
tubes sont complétés jusqu’au volume de 2 c. c. 5. Avec les albumines on 
fait le Wassermann usuel, pour celte expérience naturellement seulement 
avec un antigéne. 
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Les résultats sont reproduits dans le tableau XVII, lequel 
n'indique que les quantités de sérum et de globuline dont il 
s'agit. 


TasLeau XVII. 


CONTROLE DOSES DE SERUM COMPLET OU DE SA GLOBULINE 
double 
des sérums se rapportant 4 la dilution 1:5 du sérum. 
yous et des 
Metal elobulines rrr 
aux doses 
ess 0,3 0,2 0,1 0,05 | 0,025 0,0125 0,006 
(iene: 
| 
Zo. sérum. .|H. compl.|nulle.jnulle.{nulle.jnulle.jtrace.| peu. peu. 
Zo. globuline Id. ident) Uda) dle Id. | peu. | partielle. | partielle. 
De. sérum.. Id. Id. Id. Id.| Id jnullef trace. trace. 
De. globuline Id. Id. Id. Id. Id. |nulle. peu. partielle. 
eT 
REACTION DE WASSERMANN AVEC LES ALBUMINES 
See —EEE ee 
4 Controles usuels de 
CONTROLE COMPLEMENT 
double ree ae : 
Noms dad. aitarnines Yantigene et du 
(ieee) Of Se g+1/2p=0,3 ; F 
systeme hémoly- 
Zo... ..| H. compl. | H. compl. | TE. compk tique sans faute. 
19 ar Id. Id. Id. 


Lon voit clairement la concordance presque absolue de la 
réaction produite parle sérum et de celle provoquée par sa 
globuline. Il y a pourtant une différence légére d’intensité, en 
ce sens que la globuline réagit un peu plus faiblement que le 
sérum complet. Je reviendrai sur l’explication possible de ce 
phénoméne. 

J’ai fait ces experiences avec 12 sérums et j’ai fixé les résultats 
par des diagrammes. Sur l’abscisse de ceux-ci figurent les doses 
de sérum ou de globuline, toujours en centimetres cubes de la 
dilution 1:5 dusérum ou de la dilution correspondante de la 
globuline. Sur l’ordonnée sont indiquées les gradations de 
'hémolyse, que j’ai fixées toujours immédiatement & la fin du 
Wassermann, en comparant soigneusement les tubes contenant 
lun une quantité donnée du sérum, l'autre la dose correspon- 
dante de la globulin». 
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artecll 


pt LoQe 
Con p : 


Con Be 


No 4. — Sérum V. H. 


LEGENDE DES DIAGRAMMES 


La ligne ininterrompue indique toujours le sérum complet. 

La ligne interrompue indique toujours la globuline. 

Quand les lignes se recouvrent, seule Vininterrompue a été dessinée. 

Les dates indiquent chaque fois le jour de la ponction veineuse, le jour du 
chauffage et le jour de l’exécution du Wassermann. 

Entre ces derniers jours la dialyse a eu lieu : 


Ne 4. — Sérum V. TH. 9- 9-44 avril 1919, dialysé vingt-quatre heures. 
No 2,.— — Du. 15-16-17 avril 1919, —  vingt-quatre heures. 
Ne 3.— — Mu. 16-16-17 avril 1919, —  vingt-quatre heures. 
No 4.— — J.V. T- 8- 9 mai 1919, — vingt-quatre heures. 
NewS — 1) Ko, +28-2¢-30 mai, 1919, —  yingt-cing heures ef demie. 


(La globuline de ce sérum réagissait dans le controle double 
anticomplémentairement.) 
Ne 6. — Sérum Na. 26-26-27 juin 1919, dialysé vingt-quatre heures. 
No 7.— — _  Nie.~26-26-27 juin 1919, —  vingt-quatre heures. 
(Le contréle double du sérum n’était pas complétement hémolysé.) 
Ne 8. — Sérum Zo. 2-2-4 juillet 1919, dialysé vingt-sepl heures et demie. 
(L’albumine aussi recherchée élait absolument négative.) 
Neo 9. — Sérum De. (exactement comme n° 8). 
Neo40.— — Zw. 16-17-48 juillet 1919, dialysé vingt-cing heures. 
(L’albumine aussi recherchée élait absolument négative.) 
No 44. — Sérum de Vr. 24-25-26 juillet 1919, dialysé vingt-six heures. 
Ne42.— — _ v.d.M. 24-25-26 juillet 1919 —  vingt-six heures. 
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Bien qu’un peu subjective, cette méthode suffit pleinement, 
parce quil ne s’agit pas de valeurs absolues, mais relatives. 
Pour les dénominations je me suis laissé guider par le schéma 
suivant : 

(Hémolyse) nulle ; 

Trace (Ahémolyse) : la suspension des hématies est devenue un peu trans- 
parente, pourtant a peine perceptible ; 

Peu (Vhémolyse) : il y a une transparence bien perceptible, mais troublée 
encore distinctement ; 

(Hémolyse) partielle : la transparence est nette, mais encore voilée; 

(Hémolyse) presque complete : en comparant ce tube avec un autre dans 
lequel 'hémolyse est complete, on apercoit encore une opalescence légére; 

(Hémolyse) compléte. 


Il va sans dire que ces diagrammes ne prétendent a aucune 
valeur mathématique. 

D’un coup d’wil on peut constater que la réaction produite 
par la globuline est d’une intensité toujours un peu plus faible 
que celle manifestée par le sérum complet. Il n’y a qu'une 
exception, indiquée dans le numéro 5 desdiagrammes, ot les 
réactions du sérum et de la globuline marchent parallélement. 

Seulement il est vraisemblable que cela est purement acci- 
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dentel et est favorisé par une action anticomplémentaire excep- 
lionnellement grande de cette globuline, ainsi que le démontrait 
le controle double, qui n’était pas hémolysé suffisamment. 

Or, en m’exercgant & ces expériences et en éliminant et eu 
atlénuant toutes les fautes de technique possibles, 7’a2 réuss? 
a obtenir des résultats gui démontrent (voir surtout les dia- 
grammes n° 8, 9, 10, 11 et 12) clatrement que la relation 
entre la réaclion de la globuline et celle du sérum complet est 
bien étroite. 

Pour celle raison je tends a admeltre que la globuline, isolée 
du sérum, réagit avec la méme intensité que le sérum complet. 

Or la différence légére qui, malgré les soins les plus scrupu- 
leux, n'a pu étre supprimée entiérement, doit, & mon avis, 
étre attribuée aux pertes inévitables de petites quantités 
de globuline, par suite du processus de dialyse: la globuline 
doit étre transvasée trois fois! D’autant plus que dans mes 
recherches avec le Mg SO‘ il a été démontré maintes fois 
quwune quantité trés minime de globuline positive est capable 
de provoquer une réaction bien appréciable et, par conséquent 
aussi, que la perte d'un peu de globuline peut influencer nette- 
ment lVintensité d'une réaction. 

Cela admis, il faut envisager le fait que, dans les expériences 
ott l'on pratique le Wassermann avec les doses de globuline en 
correspondance avec les doses wswel/es du sérum, on peut 
observer souvent que la globuline réagit un pen plus fortement 
que le sérum. 

Or, en faisant ressortir quelques détails des expériences, il 
me parait bien facile de démontrer qu'il n’y a aucune contra- 
diction véritable. 

En premier lieu, il faut alléguer que Valcalinité de la solution 
de globuline doit étre nécessairement inférieure &celle du sérum, 
Elle est pratiquement nulle. 

Les expériences de Sachs et Altmann ayant appris que 
alcali diminue la réaction de Wassermann, il n’y a plus rien 
de surprenant, qu’aux doses usuelles, la globuline réagisse un 
peu plus fortement, parce qu'elle en a moins que le sérum. 

En diluant successivement les sérums, on obtiendrait un taux 
(alcali qui n’est plus capable d’influencer Vintensité de la 
réaction. 
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En second lieu, on peut observer facilement que presque 
chaque solution de globuline a une action anticomplémentaire 
légerement supérieure & celle du sérum ou de son albumine. 
Tous les controles-doubles des globulines (bien entendu quand 
elles ne sont pas tellement anticomplémentaires, qu’elles ne 
peuvent pas étre utilisées pour le Wassermann) montrent, 
déja avant la fin du Wassermann, une hémolyse complete ; 
pourtant on peut remarquer que les hématies en contact avec 
la globuline sont dissoutes en dernier lieu, tandis que celles en 
contact avec l’albumine sont hémolysées les premiéres et que 
le sérum tient le milieu. 

Cette action anticomplémentaire, légére qu'elle est, est 
annulée entiérement dans les dilutions. 

Quant aux sérums négatifs, lexpérience a démontré, avec 
une certitude absolue, que leur albumine réagissait toujours 
négativement. 

Leurs globulines produisent aussi une réaction négative, 
mais — chose remarquable — avec des exceptions. 

Il y en a qui ont un caraclere positif vis-a-vis du Wasser- 
mann. Or, Vintensité d'une semblable réaction a toujours été 
inférieure a celle produite par une globuline dun sérum 
positif. La derniére aboutit souvent a la déviation complete 
de l'alexine, ce qui n’a pas été observé avec la globuline d'un 
sérum négalil. 

Comment expliquer cetle particularité ? 

A mon avis, plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées. 
Ainsi, parmi ces globulines « positives » il y en a une, Vi, qui 
provient du sérum d'un ancien syphilitique, trailé par le sal- 
varsan. Or les recherches ont démontré que la globuline d'un 
sérum positif, & la dose usuelle, peut réagir plus fortement 
que le sérum complet, probablement par la disparition des 
substances alcalines. 

Ii est done possible que, quoique le sérum ne puisse que 
produire une réaction négative, la globuline réagisse encore 
dans ces circonstances avec une intensité faible. 

Pourtant, j'ai étudié une série de sérums négatifs, les 
n° 27 jusqu’’ 34 provenant de personnes chez lesquelles une 
infection syphilitique pouvait étre exclue avec grande yrai- 
semblance. Parmi eux, il y ena un (Rh.) quia fourni une glo- 
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buline, réagissant faiblement, mais positivement. D’ailleurs jal 
examiné deux fois, & des périodes diverses, le sérum d’un méme 
individu (Cr.). La premiére fois (n° 14) la globuline s’est mon- 
trée faiblement positive, tandis que la réaction a été entiérement 
négative lors de la deuxiéme analyse (n° 27). Cette réaction diffé- 
rente de la globuline d’une méme personne est-elle la suite 
dune altération de cetle substance, causée par un processus quel- 
conque, qui se serait passé dans \’organisme, ou bien s’est-elle 
produite en dehors de lorganisme grace & des influences qui 
ont agi sur elle pendant les manipulations depuis la ponction 
veineuse jusqu’a |’exécution du Wassermann? La premiére 
supposilion me parait étre la plus vraisemblable. 

I] est remarquable que la séparation au moyen du sulfate de 
magnésium n’ait fourni aucune globuline « positive », prove 
nant d’un sérum négatif. On pourrait peut-étre suspecter le 
sulfate d’ammonium d’étre en cause. Mais alors pourquoi la 
majorité des globulines des sérums négatifs n’est-elle pas 
influencée par lui? Je crois que linfluence du sulfate d’ammo- 
nium peut seulement se résumer dans le fait qu’il précipite 
la totalité de la globuline, et que, grace a cette particularité, 
une légére altération de la globuline, déja existante dans lorga- 
nisme, est distinctement mise au jour. Il faut se souvenir que 
la globuline des sérums négatifs a aussi une action anticom- 
plémentaire légére et que, de plus, l’alcali y faisant défaut, elle 
peut donner une réaction de Wassermann telle que les sérums 
normaux démontrent avec des doses trés fortes. La globuline 
positive provenant d’un sérum négatif est cependant une 
exceplion. Son existence est assez intéressante pour provoquer 
de nouvelles recherches. 


Résumant les résultats de mes recherches, j’aboutis aux 
conclusions suivantes : 

1° Dans un sérum posili/, c'est la globuline qui est respon- 
sable de la réaction de Wassermann positive, tandis que 
lalbumine réagit tout & fait négativement (1). 


(1) Dans un travail qui vient de paraitre dans le Zeitschr. f. Immunitatsf., 
ne 29, fase. 5, MM. W. Gloor et R. Klinger (de Ziirich) aboutissent A une 
autre conclusion. D’aprés ces savants, un sérum d’un syphilitique réagirait 
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2° En comparant lintensité de la réaction du sérum .avec 
celle de la globuline isolée, !expérience conduit a admettre 
quelles sont les mémes; cependant avec les doses usuelles on 
peut remarquer que la globuline réagit souvent un peu plus 
fortement, sans doute a cause des conditions décrites de l’expé- 
rience. 

3° La globuline provenant d’un sérum négacif réagit en rogle 
générale négativement. Elle peut cependant produire des 
réactions plus ou moins positives. La cause n’en est pas 
encore bien connue, mais il est vraisemblable que la globuline 
dans ces cas avait acquis cette propriété dans lorganisme 

4° ILy a des influences extérieures, microbiennes peut-étre, 
qui peuvent rendre une globuline anticomplémentaire et qui 
peuvent transformer une globuline négative en une globuline 
plus ou moins positive. 

5° L’albumine d’un sérum négatif réagit toujours négative- 
ment, méme quand la globuline, sous des influences extérieures, 
est devenue anticomplémentaire ou encore positive. 

6° Comme conclusion, d'une signification secondaire, mais 
non dénuée d’intérét, je me crois autorisé a signaler que la 
méthode de Denis-Hammersten ne précipite pas toute la quan- 
tité de globuline du sérum humain, tandis que la méthode de 
Kauder-Hofmeister — d’ailleurs plus simple — le fait comple- 
tement. 


Apercu des résultats et inductions. 


En considérant la totalité des résultats obtenus, les questions 
suivantes se posent tout naturellement : 
D’ow provient la conduite particuliére d’une globuline posi- 


encore positivement, quand il est débarrassé de sa globuline. La controverse 
avec mes recherches n’exisle pourtant qu’en apparence, car dans les expé- 
riences des auteurs nommés, les sérums ne furent pas pleinement débarrassés 
de globuline. De mes expérimentations avec le sulfate de magnésium, il 
résulte clairement qu’une quantité minime de globuline, restant dans Valbu- 
mine, suffit pour provoquer un Wassermann distinclement posilif. Cette 
quantité de globuline n’appartient naturellement pas aux globulines, dites 
labiles. Or, je suis d’avis qu’on doit élre tres prudent en divisant les globu- 
lines d’aprés leur labilité. A 

Dans mon travail, je n'ai pas pris parti dans la question de l’'unité ou de 
la pluralité des globulines. Je me suis placé au point de vue de Denis-Ham- 
mersten seulement pour simplifier les expériences a entreprendre. Cepen- 
dant, il faut admettre que celles-ci n’ont pas plaidé pour la pluralité des 
globulines. 

47 
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tive? En quoi différe-t-elle d’une globuline négative? La 
premiére contient-elle un anticorps, vis-a-vis de l’antigéne et 
l'a-t-elle adsorbé pendant qu’elle passa de 1|’état de solution 
colloidale & l'état floconneux? Ou bien avait-elle déja adsorbé 
une telle substance avant qu’elle fat précipitée ? Ou bien encore, 
a-t-elle elle-méme subi, & la suite de Vinfection syphilitique 
ou d’une autre infection rendant le sérum positif a la réaction 
de Wassermann, une altération chimique, physique ou chimico- 
physique, grace & laquelle elle est douée de la propriété de 
dévier le complément a laide d’un antigéne convenable ? 

Ce sont la des problemes des plus intéressants. 

A mon avis, il est le plus vraisemblable, qu'en supposant que 
la globuline ait en effet adsorbé une substance hypothétique, 
ce processus a déja eu lieu dans l’organisme. En admeltant 
que l’adsorption se soit passée au moment ot la globuline se 
précipitait, il faut aussi admettre que la substance adsorbée 
était libre dans le sérum et, en tout cas, qu'elle est facilement 
adsorbée par une matiére lui offrant une grande surface. 

Les expériences avec le MgSO‘ ont appris qu’il en est autre- 
ment. La méthode de Denis-Hammersten, bien qu’elle ne soit 
assez eflicace pour séparer du sérum la globuline, de facon 
que l'albumine devienne négative, en laisse seulement des 
quantités minimes dans l’albumine. La quantité de globuline 
précipitée est pourtant assez grande pour pouvoir adsorker 
enliérement la substance hypothétique libre. L’albumine ne 
réagit encore posilivement que grace a la quantité minime de 
globuline qu'elle contient. 

Aussi est-il remarquable que les substances, qui ont une 
grande capacité d’adsorption, ne sont pas capables de rendre 
négatif un sérum qui est positif. 

Je rappelle que Wechselmann se sert d'une suspension de 
BaSO‘ pour entrainer une complémentoide supposée d’un sérum. 
Or, cette substance ne diminue pas l’intensité de la réaction. 
Au contraire elle parait la rendre plus forte (1). 


(1) Noeuca: a décelé que le BaSO*. diminue J'intensité du Wassermann 
quand on le mélange avec une dilution forte du sérum. 

Or, dans ces circonstances, c’est la globuline qui peut étre adsorbée elle- 
meme. nih 

Voir aussi Wor, Zeitsch. f. Immunitdls/., 14, p. 154. 
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Pour ma part j’ai expérimenté avec le kaolin et avec un 
charbon, doué d’une faculté d’adsorption notable (connu en 
thérapeutique sous le nom commercial de « norit »). Jai fait 
plusieurs expériences en exécutant & la fois le Wassermann 
avec un sérum positif et avec le méme sérum, traité par une 
grande quantité de kaolin ou de charbon et je n’ai pas réussi a 
rendre le sérum négatif. Les contrdles avec des sérums néga- 
tifs démontraient que ces substances ne provoquaient pas un: 
Wassermann positif. 

I] me parait superflu de donner tous les protocoles. Qu’il me 
soit seulement permis de reproduire une expérience dans 
laquelle j’ai recherché si les adsorbants nommés produisaient 
peut-étre une diminution de l’intensité de la réaction. 


Protocote VIIJ. — Le sérum S (ponction veineuse le 30 septembre 1919, 
inactivé le 31), est, chaque fois, Ala dose de 2 cent. cubes mélangé avec une 
grande quantité de kaolin ou du charbon. Les volumes de ses substances 
sont choisis d’une telle facon, que leurs précipités, obtenus aprés la centri- 
fugation, surpassent le volume de la globuline qui serait précipité au moyen 
du MgSO, ou du (NH,).SO,. 

On laisse les mélanges pendant une heure a la température de la chambre 
et on centrifuge jusqu’a clarté compléte du sérum surnageant (controlé dans 
le microscope & fond noir). 

Les sérums sont aspirés et on fait des Wassermann comparatifs, comme 
il a été décrit auparavant pour le sérum et sa globuline. 


Le résultat est indiqué dans le tableau XVIII. 


TasLeau XVIII. 


CONTROLES DOSES DES SERUMS 
doubles : 


des sérums 
1 c.e. 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,006 


S (charbon)..{H. compl.} Nulle.| Nulle.| Nulle.| Peu. | Compl.| Compl.| Compl. 
S (kaolin). ./H, compl.} Nulle.|Nulle.| Nulle.| Peu. | Compl.| Compl.| Compl. 


S (pas traité.)|H. compl.| Nulle.| Nulle.| Nulle.}| Peu. |Compl. Compl.| Compl. 


Contréles usuels sans faute. 


On voit clairement, qu'il n'y a aucune différence. Ces expé- 
riences, bien que ne constituant pas une preuve absolue, parce 
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qwon peut alléguer le pouvoir adsorbant différent de la glo- 
buline, en comparaison avec les autres adsorbants, ne sont 
pourtant pas en faveur de la supposition d’une substance libre 
dans le sérum. 

De toutes ces considérations il est bien vraisemblable que la 
globuline positive, en supposant qu’elle ait adsorbé une sub- 
stance quelconque, l’a fait déja avant la séparation. 

Alors il faut envisager la question : cette substance hypothé- 
tique est-elle un anticorps vis-a-vis de l’antigéne ? 

Mes recherches ne sont pas capables de donner une réponse 
décisive, mais il faut remarquer qu’elles plaident pour le con- 
traire. 

Dans l’essentiel de la réaction de Wassermann, il n’y a 
rien qui démontre avec certitude, méme avec vraisemblance, 
action d'un anticorps. Or les expériences, installées pour 
obtenir un sérum comparable & un sérum d'un syphilitique, 
en injectant un extrait alcoolique (privé d’abord d’alcool), n’ont 
jamais fourni un résultat appréciable. Et le caractére particu- 
lier des divers antigénes ne cadre pas avec la conception d’un 
anticorps. 

Au contraire : la réaction de Wassermann s’impose comme 
se basant sur un processus 'purement physique ou chimico- 
physique. 

Or, il n’y a rien de surprenant dans la supposition, que la 
globuline positive ait acquis sa propriété différente par ’adsorp- 
tion d'une substance, chimiquement, physiquement ou chimico- 
physiquement bien déterminée. 

De plus: la globuline qui a adsorbé énergiquement une telle 
substance, peut-étre un produit supérieur de la désagrégation 
des albuminoides ou une substance lipoide, doit réagir autre- 
ment qu'une globuline normale, mais il sera trés difficile de 
différencier la globuline qui a adsorbé énergiquement une telle 
substance dune globuline qui a subi des altérations dans sa 
composition moléculaire propre, sans ladsorption d’une sub- 
stance quelcunque, altérations procurant les particularités qui 
caractérisent la globuline positive. 

Pour le moment la décision entre ces deux éventualités a 
cependant une valeur secondaire, parce que ces deux revien- 
nent pratiquement chacune & la globuline altérée d’une fagon 
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déterminée, dite spécifique, et par cela devenue positive, sous 
Yinfluence d'une infection spéciale, le plus souvent de la 
syphilis. 

Pour soutenir cette hypothése, je puis alléguer quelques 
arguments plus ou moins démonstratifs. 

Premiérement, |’observation qu’une globuline (et pas l’albu- 
mine) sous des influences extérieures (le plus souvent bacté- 
riennes) peut donner la réaction de Wassermann, comme mes 
expériences avec la dialyse prolongée l’ont décelé et comme 
Craig (1) et d’autres l’ont démontré pour le sérum complet. 

Ensuite, les phénoménes de précipitation que présentent les 
sérums positifs sous linfluence de certains lipoides fixent, 
comme nous l’avons déji remarqué dans l’introduction de ce 
mémoire, l’attention sur une globuline altérée qui produit des 
précipités en précipitant elle-méme ou en causant la précipi- 
tation des lipoides. 

En dernier lieu on pourrait interpréter les observations de 
Sachs et Altmann, déja citées auparavant, & savoir: que l’alcali 
diminue lintensité de la réaction, tandis que acide fait le 
contraire, de cette facon, que ces phénoménes reposent sur le 
fait que l’alcali réagit contre l’agrégation des molécules de la 
globuline, tandis que l’acide la favorise. 


Toutes les suppositions et hypothéses que j’al associées aux 
résultats de mes recherches conduisent nécessairement a des 
expériences ultérieures, dont le but sera d’étudier la différence 
qui existe entre une globuline réagissant positivement et une 
globuline réagissant négativement. Pour ces expériences la 
technique de dialyse décrite au commencement de ce travail 
pourra rendre de bons services. 

Je crois que de telles recherches seront d’autant plus produc- 
tives, qu’elles seront entreprises sous l’influence de l’hypothése 
du travail, que les sérums réagissant positivement doivent 
cette propriété seulement & leur globuline, laquelle a subi une 
altération déterminée, soit par l’adsorption d’une substance 
bien définie, soit par un changement déterminé de sa compo- 
sition moléculaire propre. 


(1) Journ. of expér, méd., 13, 1911, p. 521, 
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ERRATUM 


Dans le tableau V, Epreuve préparatoire, dans les colonnes indiquées par 
3 et 4, les chiffres 0,2 et 0,3 indiquant les quantités de liquide physiolo- 
gique, doivent étre remplacés par 0,7 et 0,8, 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — L, Manerueux, imprimeur, 1, rue Cassette, 


